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. A N  A B S T R A C T  O F  T H E  T H E S I S  O F  D a v i d  B r u c e  R e n s t r o m  f o r  t h e  M a s t e r  o f  
S c i e n c e  i n  B i o l o g y  p r e s e n t e d  J u l y  2 3 ,  1 9 7 9 .  
T i t l e :  C u l t u r e  a n d  G r o w t h  o f  C l o s t e r i u m  e h r e n b e r g i i  ( D e s m i d i a c e a e )  
A P P R O V E D  B Y  M E M B E R S  O F  T H E  T H E S I S  C O M M I T T E E :  
B y r o n  E .  L i p p e r t ,  C h a i r m a n  
M a r y  L .  f r a y l o r  ( /  
T o c h e r  
M a r c  R .  F e l d e s m a n  
M e t h o d s  w e r e  d e v i s e d  f o r  t h e  i s o l a t i o n  a n d  p u r e  c u l t u r e  i n  
d e f i n e d  m i n e r a l  m e d i u m  o f  C l o s t e r i u r n  e h r e n b e r g i i  M e n e g h  • .  
( C h l o r o p h y c e a e ) .  T h e  e f f e c t  o f  p H ,  t y p e  o f  n i t r o g e n  s o u r c e ,  n i t r a t e  
c o n c e n t r a t i o n ,  t o t a l  h a r d n e s s ,  a n d  v a r i o u s  b u f f e r s  o n  g r o w t h  w e r e  
i n v e s t i g a t e d .  B e s t  g r o w t h  r a t e s  w e r e  o b t a i n e d  a t  p H  8  t o . 9 ,  b u t  g o o d  
g r o w t h  wa~ o b s e r v e d  e v e n  a t  p H  9 . 4 .  Nitra~e, a m m o n i a ,  o r  u r e a  
n i t r o g e n  c o u l d  b e  u t i l i z e d ,  b u t  a t  c o n c e n t r a t i o n s  g r e a t e r  t h a n  1 0 -
2
M  
u r e a  w a s  t o x i c  t o  g r o w t h .  A t  h i g h e r  c o n c e n t r a t i o n s  o f  a m m o n i a  a n d  
r  
n i t r a t e  l o n g e r  l a g  p h a s e s  o f  g r o w t h  w e r e  o b t a i n e d  b u t  e v e n t u a l  h i g h e r  
c e l l  y i e l d s  w e r e  o b t a i n e d .  G o o d  g r o w t h  r a t e s  w e r e  o b t a i n e d  w i t h  T r i s -
(hydroxymethyl)-aminometha~e b u f f e r  a t  u p  t o  l 0 -
2
M ;  h i g h e r  c o n c e n t r a -
t i o n s  w e r e  i n h i b i t o r y .  
A s s i m i l a t i o n  o f  n i t r a t e  o c c u r r e d  b o t h  u n d e r  l i g h t  a n d  d a r k  
. c o n d i t i o n s ,  h o w e v e r  t h e  a s s i m i l a t i o n  w a s  s l o w e F  i n  t h e  d a r k .  A f t e r  
f o u r  d a y s  i n  n i t r a t e - d e p l e t e d  m e d i u m ,  a s s i m i l a t i o n  o f  n i t r a t e  o c c u r r e d  
2  
i m m e d i a t e l y  a f t e r  n i t r a t e  w a s  a d d e d .  T h i s  i n d i c a t e d  r e l a t i v e  s t a b i l i t y  
o f  t h e  a s s i m i l a t i o n  e n z y m e s .  
A t t e m p t s  t o  d e t e r m i n e  t h e  K  f o r  n i t r a t e  
m  
u p t a k e  y i e l d e d  r e s u l t s  t h a t  d i d  n o t  f i t  t h e  c l a s s i c  M i c h a e l i s - M e n t o n  
h y p e r b o l a  b u t  m a y  b e  i n s t e a d  d e s c r i b e d  b y  s i g m o i d a l  k i n e t i c s .  D a i l y  
f l u c t u a t i o n s  i n  n i t r o g e n  p e r  c e l l  o c c u r r e d  d u e  t o  s y n c h r o n o u s  c e l l  
d i v i s i o n .  A t t e m p t s  t o  p r o d u c e  a  s e x u a l  r e s p o n s e  i n  d e f i n e d  m i n e r a l  
m e d i u m  w i t h  a  k n o w n  h o m o t h a l l i c  s t r a i n  f a i l e d .  A  r e v i e w  o f  c u l t u r a l .  
a n d  o b s e r v a t i o n a l  s t u d i e s  o f  d e s m i d  p h y s i o l o g y  i s  i n c l u d e d .  
' ·  
i  
I  
C U L T U R E  A N D  G R O W T H  O F  
C L O S T E R I U M  E H R E N B E R G I I  ( D e s m i d i a c e a e )  
b y  
D A V I D  B R U C E  R E N S T R O M  
A  t h e s i s  s u b m i t t e d  i n  p a r t i a l  f u l f i l l m e n t  o f  t h e  
r e q u i r e m e n t s  f o r  t h e  d e g r e e  o f  
M A S T E R  O F  S C I E N C E  
i n  
B I O L O G Y  
P o r t l a n d  S t a t e  U n i v e r s i t y  
1 9 7 9  
T O  T H E  O F F I C E  O F  G R A D U A T E  S T U D I E S  A N D  R E S E A R C H :  
T h e  m e m b e r s  o f  t h e  C o m m i t t e e  a p p r o v e  t h e  t h e s i s  o f  
D a v i d  B r u c e  R e n s t r o m  p r e s e n t e d  J u l y  2 3 ,  1 9 7 9 .  
' v l o r  V  
M a r c  R .  F e l d e s m a n  
A P P R O V E D :  
r a d u a t e  S t u d i e s  a n d  R e s e a r c h  
~. 
A C K N O W L E D G E M E N T S  
I  w o u l d  l i k e  t o  e x t e n d  m y  a p p r e c i a t i o n  t o  m y  m a j o r  a d v i s o r ,  D r .  
B . E .  ( E d )  L i p p e r t ,  f o r  h i s  a d v i c e ,  s u g g e s t i o n s ,  a n d  d i s c u s s i o n s  d u r i n g  
t h i s  p r o j e c t .  I  w o u l d  a l s o  l i k e  t o  t h a n k  t h e  o t h e r  m e m b e r s  o f  m y  
c o m m i t t e e ,  D r .  M a r c  F e l d e s m a n ,  D r .  M a r y  T a y l o r ,  a n d  D r .  R i c h a r d  T o c h e r ,  
f o r  t h e i r  a d v i c e ,  s u g g e s t i o n s ,  a n d  t h e  u s e  o f  e q u i p m e n t  a n d  s u p p l i e s .  
I  w o u l d  a l s o  l i k e  t o  t h a n k  t h e  m a n y  o t h e r  f a c u l t y  a n d  s t u d e n t s  a t  
P o r t l a n d  S t a t e  U n i v e r s i t y  w h o  h e l p e d  m e  i n  v a r i o u s  w a y s .  
S p e c i a l  t h a n k s  g o  t o  J u l i a  H e n r y  f o r  h e r  m o r a l  s u p p o r t  a n d  f o r  
h e r  h e l p  i n  t h e  p r e p a r a t i o n  a n d  t y p i n g  o f  t h i s  m a n u s c r i p t .  
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L I S T  O F  F I G U R E S  
F I G U R E  P A G E  
1 .  T h e  e f f e c t  o f  i n i t i a l  p H  o n  ~ield o f  C l o s t e r i u m  
e h r e n b e r g i i  ( # 9 )  
.  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  
2 1  
2 .  T h e  e f f e c t  o f  m e d i u m  c o n c e n t r a t i o n  o n  g r o w t h  o f  
C l o s t e r i w n  e h r e n b e r g i i  ( # 3 )  
.  .  .  .  .  .  .  .  .  
2 4  
3 .  T h e  e f f e c t  o f  n i t r a t e  c o n c e n t r a t i o n  o n  g r o w t h  o f  
C l o s t e r i u m  e h r e n b e r g i i  ( # 9 )  
.  .  .  .  .  .  .  .  .  .  
2 6  
4 .  N i t r o g e n / c e l l  i n  s y n c h r o n o u s  c u l t u r e s  o f  C Z o s t e r i w n  
e h r e n b e r g i i  ( # 3 )  •  •  •  .  
.  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  
2 7  
5 .  S y n c h r o n o u s  c e l l  d i v i s i o n  o f  C Z o s t e r i v . m  e h r e n b e r g i i  ( # 1 5 )  2 9  
6 .  N i t r a t e  u p t a k e  b y  C Z o s t e r i w n  e h r e n b e r g i i  ( # 1 5 )  .  •  .  •  .  3 1  
I N T R O D U C T I O N  
T h e  Z y g n e m a t a l e s  ( o r  C o n j u g a l e s )  a r e  a n  o r d e r  o f  t h r e e  f a m i l i e s  
o f  g r e e n  a l g a e  d i s t i n g u i s h e d  b y  t h e i r  u n i q u e  s e x u a l  c o n j u g a t i o n .  P o r e s  
i n  t h e  c e l l  w a l l  a r e  a b s e n t  i n  t h e  f i l a m e n t o u s  Z y g n e m a t a c e a e ,  i n c l u d i n g  
t h e  c o m m o n  g e n e r a  S p i r o g y r a  a n d  Z y g n e m a ,  a n d  t h e  M e s o t a e n i a c e a e  ( o r  
s a c c o d e r m  d e s m i d s )  w h i l e  s u c h  p o r e s  ( 1 )  a n d  a  m e d i a n  c o n s t r i c t i o n  
b e t w e e n  t h e  t w o  s e m i - c e l l s  u s u a l l y  a r e  p r e s e n t  i n  t h e  D e s m i d i a c e a e  
( p l a c o d e r m  o r  " t r u e "  d e s m i d s ) .  T h o r o u g h  d i s c u s s i o n s  o f  t h e  m o r p h o l o g y  
a n d  t a x o n o m y  o f  t h e  s a c c o d e r m  a n d  p l a c o d e r m  d e s m i d s  o f  N o r t h  A m e r i c a  
h a v e  a p p e a r e d  r e c e n t l y  ( 2 ,  3 ,  4 ) .  
I n  t h e  s e x u a l  c o n j u g a t i o n  p r o c e s s ,  p o t e n t i a l  g a m e t e s  a l i g n  
t h e m s e l v e s  a n d  f o r m  a  c o n j u g a t i o n  t u b e  o r  a  l o o s e  m u c i l a g e n o u s  m a t r i x  
t h r o u g h  w h i c h  t h e  p r o t o p l a s t s  m i g r a t e  a n d  f u s e  t o  f o r m  a  z y g o s p o r e .  I n  
t h e  z y g o s p o r e  n u c l e a r  f u s i o n  e v e n t u a l l y  o c c u r s ,  b u t  t h i s  u s u a l l y  o c c u r s  
j u s t  p r i o r  t o  g e r m i n a t i o n  a f t e r  a  p e r i o d  o f  d o r m a n c y  ( 5 ) .  T h e  d i p l o i d  
z y g o s p o r e  i s  g e n e r a l l y  t h e  o n l y  s p o r e  f o r m e d  b y  t h e  d e s m i d s  b u t  
a p l a n o s p o r e s  a n d  o t h e r  h a p l o i d  s p o r e s  h a v e  b e e n  r e p o r t e d  ( 6 ,  7 ,  8 ) .  
T h e  z y g o s p o r e  i s  t h e  t y p i c a l  r e s i s t a n t  s t a g e  i n  t h e  l i f e  c y c l e ,  a n d  
c a n  w i t h s t a n d  p e r i o d s  o f  d e s s i c a t i o n .  I n  h a b i t a t s  s u b j e c t  t o  
d e s s i c a t i o n ,  s e x u a l i t y  w o u l d  b e  a s s u m e d  t o  b e  a  w e l l - p r e s e r v e d  t r a i t .  
I t  h a s  b e e n  n o t e d  t h a t  p l a n k t o n i c  d e s m i d s  o f  l a r g e  l a k e s  r a r e l y ,  i f  
~ver, f o r m  z y g o s p o r e s  ( 9 ) .  I n  t h e s e  h a b i t a t s  t h e  d e s m i d s  p r o b a b l y  
r e p r o d u c e  o n l y  b y  c e l l  d i v i s i o n .  I n  c o n t r a s t ,  z y g o s p o r e s  o f  s e x u a l  
s t r a i n s  a r e  c o m m o n l y  c o l l e c t e d  i n  m u d  s a m p l e s  f r o m  s e a s o n a l  w a t e r s  ( 1 0 ) .  
S e x u a l  s t r a i n s  o f  d e s m i d s  m a k e  s u i t a b l e  m o d e l s  f o r  t h e  s t u d y  o f  
p h y s i c a l  a n d  c h e m i c a l  f a c t o r s  w h i c h  m a y  t r i g g e r  s e x u a l i t y .  T h e  l o s s  
o f  s e x u a l i t y  i n  a l g a e  d u r i n g  prolonged·culture~ h a s  b e e n  a  d i f f i c u l t y  
2  
e x  p e r  i e n c e d  b y  m a n y  w  o  r  k  e r  s  ( 1 1 )  •  T h i s  l o s s  o f  s e x u a l i t y  d u r i n g  
l a b o r a t o r y  c u l t u r e  i s  f o u n d  w i t h  a l g a e  i n  g e n e r a l .  I t  i s  p o s s i b l e  t h a t  
c h a n g e s  i n  p h y s i o l o g i c a l  p r o p e r t i e s  o c c u r r i n g  d u r i n g  l a b o r a t o r y  c u l t u r e  
m a y  b e  a  c o m m o n  p r o b l e m  ( 1 1 ) .  T h e  p o s s i b i l i t y  t h a t  t h e  i n a d v e r t e n t  
s e l e c t i o n  o f  m u t a n t  g e n o m e s  a d a p t e d  t o  t h e  c u l t u r e  m e t h o d  u s e d  h a s  
· b e e n  s u g g e s t e d  a s  a  r e a s o n  f o r  t h e  l o s s  o f  s e x u a l i t y  ( 1 2 ) .  
F a c t o r s  t h a t  h a v e  b e e n  i n d i c a t e d  a s  a f f e c t i n g  t h e  s e x u a l  r e s p o n s e  
o f  d e s m i d s  a n d  o t h e r  a l g a e  i n  l a b o r a t o r y  c u l t u r e s  a r e  ( a )  l i g h t ,  ( b )  
t e m p e r a t u r e ,  ( c ) t h e  c o m p o s i t i o n  o f  t h e  m e d i u m ,  a n d  ( d )  c a r b o n  d i o x i d e  
( 1 0 ,  1 3 ,  1 4 ) .  
S t a r r  ( 1 0 )  d e v e l o p e d  a  m e t h o d  t o  i n d u c e  c o n j u g a t i o n  i n  w h i c h  l o g  
p h a s e  c e l l s  a r e  s u s p e n d e d  i n  n u t r i e n t  d e p l e t e d  m e d i u m  i n  a  w a t c h  g l a s s  
o r  s p o t  p l a t e  a n d  i n c u b a t e d  i n  a  p e t r i  d i s h .  H e  f o u n d  t h a t  a t m o s p h e r -
i c  d i f f u s i o n  o f  c a r b o n  d i o x i d e  i n t o  t h e  m e d i u m  m i g h t  b e  i m p o r t a n t :  a  
w a t c h  g l a s s  w i t h  i t s  l a r g e r  s u r f a c e  a r e a  p r o d u c e d  a  h i g h e r  p e r c e n t a g e  
o f  c o n j u g a t i n g  c e l l s  a n d  c o n j u g a t i o n  s e e m e d  t o  o c c u r  m o r e  r e a d i l y  n e a r  
t h e  s u r f a c e  o f  t h e  m e d i u m .  I n c r e a s i n g  t h e  c a r b o n  d i o x i d e  c o n c e n t r a t i o n  
o f  t h e  a t m o s p h e r e  b y  p l a c i n g  a  5 %  s o d i u m  b i c a r b o n a t e  s o l u t i o n  i n  t h e  
p e t r i  d i s h  b o t t o m  i n c r e a s e d  t h e  p e r c e n t a g e  o f  c o n j u g a n t s .  I t  w a s  a l s o  
f o u n d  t h a t  r e m o v a l  o f  c a r b o n  d i o x i d e  w i t h  a  5 %  s o d i u m  h y d r o x i d e  
s o l u t i o n  i n  t h e  p e t r i  d i s h  b o t t o m  p r e v e n t e d  c o n j u g a t i o n .  B e s t  r e s u l t s  
w e r e  o b t a i n e d  a t  a  l i g h t  i n t e n s i t y  o f  a b o u t  5 5 0 0  l u x  w i t h  a  d a i l y  
l i g h t  c y c l e  o f  a t  l e a s t  1 6  h o u r s .  R e d u c t i o n  o f  t h e  l i g h t  i n t e n s i t y ,  
l  
d u r a t i o n  o f  t h e  l i g h t  c y c l e ,  o r  d e c r e a s i n g  t h e  i n c u b a t i o n  t e m p e r a t u r e  
t o  b e l o w  2 0 ° C  d e c r e a s e d  o r  h a l t e d  c ? n j u g a t i o n .  L i p p e r t  ( 1 3 ,  1 4 )  
r e p o r t e d  s i m i l a r  r e s u l t s  w i t h  C Z o s t e r i u m  e h r e n b e r g i i  a n d  C Z o s t e r i u m  
m o n i U f e r u m .  T h e  e f f e c t s  o f  c a r b o n  d i o x i d e  a n d  l i g h t  i n t e n s i t y  a r e  
g e n e r a l l y  a s s u m e d  t o  b e  d u e  t o  e n h a n c e d  p h o t o s y n t h e s i s  ( 1 5 ) .  H o w e v e r ,  
t h e  p o s s i b l e  r e d u c t i o n  o f  p H  i n  c u l t u r e s  i n c u b a t e d  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  
i n c r e a s e d  c o
2  
m a y  f a v o r  z y g o s p o r e  p r o d u c t i o n  i n d e p e n d e n t l y  ( 1 4 ) .  W i t h  
C l o s t e r i u m  e h r e n b e r g i i ,  5 %  c o
2  
t r e a t m e n t  e n h a n c e d  z y g o s p o r e  p r o d u c t i o n  
r e g a r d l e s s  o f  p H  b u t  t h e  e f f e c t  w a s  g r e a t e r  a t  p H  6 . 2  t h a n  a t  p H  8 . 8  
( 1 4 ) .  D u b o i s - T y l s k i  ( 1 6 )  r e p o r t e d  t h a t  l i g h t  d u r a t i o n ,  i n t e n s i t y ,  a n d  
q u a l i t y  w e r e  a l l  i m p o r t a n t  i n  s e x u a l  i n d u c t i o n  w i t h  d e s m i d s .  
T h e  u s e  o f  f r e s h ,  r a t h e r  t h a n  n u t r i e n t  d e p l e t e d  m e d i u m ,  r e s u l t s  
i n  a  p e r i o d  o f  c e l l  d i v i s i o n  p r i o r  t o  c o n j u g a t i o n  ( 1 0 ) .  T h i s  
" d e p l e t e d  m e d i u m  f a c t o r "  i s  p r o b a b l y  t h e  n i t r o g e n  s o u r c e ( s )  i n  t h e  
s o i l - w a t e r  m e d i u m  u s e d  b y  S t a r r  ( 1 0 ) ,  s i n c e  n i t r o g e n - f r e e  m e d i u m  h a s  
b e e n  c o m m o n l y  u s e d  t o  i n d u c e  c o n j u g a t i o n  i n  d e s m i d s  ( 1 2 ,  1 3 ,  1 4 ) .  
H o w e v e r ,  H o s h a w  ( 1 7 )  i n d u c e d  s e x u a l i t y  w i t h i n  5  t o  7  d a y s  a f t e r  t r a n s -
f e r  t o  f r e s h  m e d i u m  b y  i n c r e a s i n g  t h e  t e m p e r a t u r e  t o  2 6  ° C  f r o m  2 2  ° C .  
S t a r r  ( 1 0 )  s u g g e s t s  t h a t  t h e  f a c t o r s  w h i c h  a p p e a r  t o  b e  o p e r a t i n g  i n  
l a b o r a t o r y  e x p e r i m e n t s  m a y  b e  i m p o r t a n t  i n  t h o s e  n a t u r a l  s i t u a t i o n s  
w h e r e  z y g o s p o r e s  a r e  g e n e r a l l y  f o u r i d ,  i . e .  t e m p o r a r y  w a t e r s .  
P r e l i m i n a r y  e x p e r i m e n t s  ( 1 4 )  i n d i c a t e d  e n h a n c e m e n t  o f  z y g o s p o r e  
f o r m a t i o n  a t  0 . 0 2  t o  2 . 0  m g / l  k i n e t i n  b u t  c o m p l e t e  i n h i b i t i o n  a t  
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5 . 0  t o  1 0 . 0  m g / l  k i n e t i n .  I n d o l e - 3 - a c e t i c  a c i d  ( I A A )  a n d  n a p h t h a l e n e -
a c e t i c  a c i d  ( N A A )  d i d  n o t  s e e m  t o  h a v e  a n y  e f f e c t  b u t  w e r e  p o s s i b l y  
i n h i b i t o r y  a t  1 . 0  m g / 1  I A A  o r  N A A .  D i f f i c u l t i e s  i n  r e p r o d u c i b i l i t y  o f  
o f  e x p e r i m e n t s  ( L i p p e r t ,  p e r s o n a l  c o m m u n i c a t i o n )  m a y  b e  r e l a t e d  t o  t h e  
d i f f i c u l t y  i n  c o n t r o l l i n g  o t h e r  p e r t i n e n t  f a c t o r s  s u c h  a s  n i t r o g e n  i n  
s o i l - w a t e r  m e d i u m .  
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S t a r r  ( 1 0 )  a n d  L i p p e r t  ( 1 3 ,  1 4 )  u s e d  P r i n g s h e i m ' s  s o i l - w a t e r  
m e d i u m  ( 1 8 )  w i t h  c a l c i u m  c a r b o n a t e  a d d e d  t o  g r o w  t h o s e  s p e c i e s  
p r e f e r r i n g  a n  a l k a l i n e  m e d i u m .  T h e  m e d i u m  " c o n t a i n s  n i t r a t e s ,  a m m o n i a ,  
v i t a m i n s ,  a n  a r r a y  o f  b a c t e r i a l  m e t a b o l i t e s ,  a n d  t r a c e  m e t a l s  c h e l a t e d  
b y  h u m i c  a c i d s "  ( 1 4 ,  p .  7 4 2 ) .  T h e  f a c t  t h a t  s o m e  a l g a e  c o u l d  b e  g r o w n  
o n l y  o n  t h i s  u n d e f i n e d  m e d i u m  w a s  o n e  o f  t h e  c l u e s  w h i c h  l e d  t o  t h e  
s e a r c h  f o r  t h e  t h e n  u n k n o w n  f a c t o r s ,  s u c h  a s  v i t a m i n s ,  w h i c h  w e r e  
r e q u i r e d  b y  t h e s e  a l g a e .  M a n y  a l g a e  h a v e  s i n c e  b e e n  s h o w n  t o  r e q u i r e  
.  o n e  o r  m o r e  o f  t h e  v i t a m i n s - t h i a m i n e ,  b i o t i n ,  o r  B
1 2  
( c y a n o c o b a l a m i n e ) .  
O n l y  B
1 2  
h a s  b e e n  s h o w n  t o  b e  r e q u i r e d  b y  a n y  o f  t h e  d e s m i d s  ( 1 1 ,  1 9 ,  
2 0 ) .  A x e n i c  ( p u r e )  c u l t u r e s  o f  C l o s t e r i u m  s t r i g o s u m  i n i t i a l l y  
r e q u i r e d  v i t a m i n  B
1 2
•  A f t e r  e x t e n d e d  c u l t u r e  i n  m i n e r a l  m e d i u m  p l u s  
s o i l  e x t r a c t  t h i s  o r g a n i s m  d i d  n o t  r e q u i r e  i t  a n y  l o n g e r  ( 2 0 ) .  A s  
p r e v i o u s l y  n o t e d ,  s u c h  c h a n g e s  i n  s y n t h e t i c  a b i l i t y  m a y  b e  a  c o m m o n  
p r o b l e m  w i t h  l a b o r a t o r y  c u l t u r e s  ( 1 1 ) .  
T h e  c u l t u r e  o f  a l g a e  i n  m i n e r a l  m e d i a  d a t e s  b a c k  t o  t h e  1 8 9 0 ' s ,  
· w h e n  B e i j e r i n c k ,  M o l i s c h ,  a n d  M i g u e l  s u c c e e d e d  i n  c u l t u r i n g  a  n u m b e r  o f  
g r e e n  a l g a e  a n d  d i a t o m s  ( 1 1 ) .  T h e i r  s u c c e s s  w i t h  t h e s e  a u t o t r o p h i c  
o r g a n i s m s  o b s c u r e d  t h e  f a c t  t h a t  u p  t o  7 0 %  o f  a l g a l  s p e c i e s  h a v e  n o w  
b e e n  s h o w n  t o  r e q u i r e  o n e  o r  m o r e  g r o w t h  f a c t o r s  a n d  c o n s e q u e n t l y  w o u l d  
n o t  g r o w  i n  t h e i r  s t r i c t l y  m i n e r a l  m e d i a  ( 1 1 ) .  P u r e  c u l t u r e s  o f  
d e s m i d s  w e r e  p r o b a b l y  f i r s t  o b t a i n e d  i n  1 9 2 6  b y  C z u r d a  ( 2 1 ) ,  a  s t u d e n t  
o f  P r i n g s h e i m .  
T h e  u s e  o f  a x e n i c  c u l t u r e s  m a y  b e  a  t h e o r e t i c a l ,  r a t h e r  t h a n  a  
p r a c t i c a l ,  n e c e s s i t y  f o r  t h e  d e t e r m i n a t i o n .  o f  m a n y  p h y s i o l o g i c a l  
c h a r a c t e r i s t i c s  w h e n  u s i n g  m i n e r a l  m e d i a .  S e v e r a l  d e s m i d  r e s e a r c h e r s  
( 1 9 ,  2 0 )  h a v e  c o n s i d e r e d  t h e  r e s u l t s  o f  u n i a l g a l  c u l t u r e s  i n  m i n e r a l  
m e d i u m  t o  b e  e q u a l l y  v a l i d  t o  t h o s e  i n  a x e n i c  c u l t u r e .  E x t r a c e l l u l a r  
p o l y s a c c h a r i d e  p r o d u c t i o n  b y  a l g a e  i s  u s u a l l y  m i n i m a l  d u r i n g  
e x p o n e n t i a l  g r o w t h  ( 2 2 ) .  T h i s  i s  p o s s i b l y  d u e  t o  t h e  s l o w  r a t e  o f  
 a u t o l y s i s  c o m p a r e d  t o  l a g  a n d  s t a t i o n a r y  g r o w t h  p h a s e s .  E x p e r i m e n t a l  
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. r e s u l t s ,  u s i n g  e x p o n e n t i a l l y  g r o w i n g  c u l t u r e s  a r e  p r o b a b l y  n o t  a f f e c t e d  
b y  b a c t e r i a l  i n t e r f e r e n c e s .  M o s s  ( 1 9 )  a c c e p t s  g r o w t h  m e a s u r e m e n t s  
o b t a i n e d  w i t h  v i t a m i n  u t i l i z a t i o n  i n  n o n - a x e n i c  c u l t u r e s  p a r t l y  
b e c a u s e  e v e n  w i t h  b a c t e r i a  p r e s e n t  t h e  a l g a  r e q u i r e d  t h e  a d d i t i o n  o f  
v i t a m i n s .  
C u l t u r e  r e s . e a r c h  w i t h  d e s m i d s  h a s  o f t e n  p a r a l l e l e d  f i e l d  resea~ch 
w h i c h  a t t e m p t s  t o  d e s c r i b e  t h e  p h y s i c a l  a n d  c h e m i c a l  d e t e r m i n a n t s  o f  
.  d e s m i d  d i s t r i b u t i o n  i n  n a t u r a l  w a t e r s .  F i e l d  d a t a  f r e q u e n t l y  l e d  t o  
t h e  h y p o t h e s i s  t h a t  d e s m i d s  w e r e  c a l c i p h o b i c  a n d  f a v o r e d  b y  a  h i g h  
r a t i o  o f  m o n o v a l e n t  t o  d i v a l e n t  c a t i o n s .  H o w e v e r ,  M o s s  ( 2 3 )  c o m p a r e d  
t h e  e f f e c t  o f  c a l c i u m  c o n c e n t r a t i o n  a n d  t h e  r a t i o  o f  m o n o v a l e n t  t o  
d i v a l e n t  c a t i o n s  o n  a  n u m b e r  o f  d e s m i d  a n d  o t h e r  a l g a l  s p e c i e s  t h a t  a r e  
c h a r a c t e r i s t i c  o f  s o f t  a n d  h a r d  w a t e r s .  H e  c o n c l u d e d  t h a t  t h e s e  
f a c t o r s  p r o b a b l y  a r e  u n i m p o r t a n t  i n  d e t e r m i n i n g  t h e  d i s t r i b u t i o n  o f  
s o f t  w a t e r  ( o l i g o t r o p h i c )  a n d  h a r d  w a t e r  ( e u t r o p h i c )  s p e c i e s .  T h e s e  
t e r m s  a r e  u s e d  i n  t h e  o r i g i n a l  s e n s e  i n  t h i s  p a p e r ,  i . e .  b a s e d  o n  
· h a r d n e s s ,  r a t h e r  t h a n  i n  a c c o r d  w i t h  m o r e  r e c e n t  u s a g e  e q u a t i n g  
e u t r o p h y  t o  h i g h  p r o d u c t i v i t y  a n d  o l i g o t r o p h y  t o  l o w  p r o d u c t i v i t y  ( 2 4 ) .  
.  
.  
i .  
T h i s  n e w  u s a g e  t i e s  t h e  t e r m s  t o  n u t r i e n t  a v a i l a b i l i t y ,  w h i c h  m a y  n o t  
b e  a p p a r e n t  f r o m  l e v e l s  o f  d i s s o l v e d  n u t r i e n t s .  
M o s s  ( 2 3 )  a l s o  r e p o r t e d  d i f f e r e n t  m i n i m u m  c a l c i u m  r e q u i r e m e n t s  
f o r  a l g a e .  S o m e  o l i g o t r o p h i c ,  f i l a m e n t o u s  d e s m i d s  h a d  t h e  h i g h e s t  
m i n i m u m  r e q u i r e m e n t s  ( 1  t o  3  m g / l  C a ) .  C a l c i u m  c o n c e n t r a t i o n s  o f  t h i s  
o r d e r  a r e  u n l i k e l y  t o  b e  l i m i t i n g  i n  a n y  n a t u r a l  w a t e r s .  G r o w t h  o f  
d e s m i d s  e n d e m i c  t o  s o f t  w a t e r s  ( l e s s  t h a n  9 0  m g / l  h a r d n e s s  a s  C a C 0
3
)  
w a s  n o t  a f f e c t e d  b y  l e v e l s  o f  c a l c i u m  u p  t o  1 0 0  m g / l  o r  b y  t h e  r a t i o  
o f  m o n o v a l e n t  t o  d i v a l e n t  c a t i o n s .  A l g a e  o f  h a r d e r  w a t e r s  ( u p  t o  3 6 0  
m g / l  h a r d n e s s  a s  C a c o
3
)  w e r e  u n a f f e c t e d  b y  l o w  ( 1  m g / l )  o r  h i g h  ( 1 0 0  
m g / l )  c a l c i u m .  T a s s i g n y  ( 2 0 )  r e p o r t e d  t h a t  c u l t u r e s  o f  S t a u . r a s t r u m  
s e b a l d i  R e i n c h  v a r .  o r n a t w n  N o r d s t . ,  C l o s t e r i w n  s t r i g o s w n  E h r .  a n d  
M i a r a s t e r i a s  e r u x - m e l i t e n s i s  ( E h r . )  H a s s a l .  h a d  a  2 0  t o  3 0 %  i n c r e a s e  
i n  g e n e r a t i o n  t i m e s  a t  i n c r e a s e d  c a l c i u m  i o n  c o n c e n t r a t i o n .  
S t a u . r a s t r u m  p a r a d o x w n  M e y e n ,  c o m m o n  i n  e u t r o p h i c  w a t e r s ,  w a s  i n d i f f e r -
- e n t  t o  c a l c i u m  i o n  c o n c e n t r a t i o n .  T h e s e  r e s u l t s  a r e  c r i t i c i z e d  b y  
M o s s  ( 2 3 )  o n  t h e  b a s i s  t h a t  u n n a t u r a l l y  h i g h  i o n i c  c o n c e n t r a t i o n s  w e r e  
u s e d  i n  t h e  m e d i a .  " G o u g h  ( 2 ; 5 )  e x a m i n e d  t h e  g r o w t h  o f  C l o s t e r i u m  
m o n i l i f e r w n  a n d  C o s m a r i w n  g r a n a t u m  f r o m  h a r d  w a t e r s  a n d  T r i p l o c e r a s  
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. g r a a i l e  f r o m  a n  a c i d  b o g  a t  h i g h  ( 5 0  m g / 1 )  a n d  l o w  ( 3  m g / l )  c a l c i u m  i o n  
c o n c e n t r a t i o n .  E a c h  c a l c i u m  c o n c e n t r a t i o n  w a s  t e s t e d  a t  h i g h  ( 8 . 5 )  a n d  
l o w  ( 6 . 0 )  p H .  L o w  p H  a n d  l o w  c a l c i u m  c o n c e n t r a t i o n  f a v o r e d  t h e  g r o w t h  
o f  T r i p l o c e r a s  b u t  h i g h  p H  a t  e i t h e r  c a l c i u m  c o n c e n t r a t i o n  f a v o r e d  
C l o s t e r i u m .  H e  c o n t e n d e d  t h a t  b o t h  h i g h  p H  a n d  h i g h  c a l c i u m  c o n c e n t r a -
t i o n  f a v o r e d  t h e  g r o w t h  o f  C .  g r a n a t u m ,  b u t  h i s  i n t e r p r e t a t i o n  w a s  
b a s e d  o n  r e l a t i v e l y  s m a l l  d i f f e r e n c e s  i n  g r o w t h  r a t e  a t  t h e  t w o  c a l c i u m  
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c o n c e n t r a t i o n s .  
T h e  p r e s e n c e  o f  a  d i v e r s e  d e s m i d  f l o r a  ( m o r e  t h a n  2 0  s p e c i e s )  i s  
c o n s i d e r e d  i n d i c a t i v e  o f  o l i g o t r o p h y  ( 2 3 )  w h e n  o l i g o t r o p h y  i s  u s e d  i n  
t h e  o r i g i n a l  s e n s e  o f  s o f t  w a t e r s .  H a r d n e s s  i s  c o m m o n l y  m e a s u r e d  a s  
a l k a l i n i t y  ( w e a k  a c i d  s a l t  c o n c e n t r a t i o n )  a n d  e x p r e s s e d  a s  b i c a r b o n a t e  
( H c o ; )  o r  a s  C a c o
3  
s i n c e  t h e s e  c o m m o n l y  m a k e  t h e  g r e a t e s t  c o n t r i b u t i o n .  
C o n d u c t i v i t y  m a y  b e  r o u g h l y  c o n v e r t e d  t o  a l k a l i n i t y  b y  t h e  r e l a t i o n  
2 5  µ m h o / m l  =  1  m - e q u i v .  H c o ;  ( 2 3 ) .  M o s s  ( 2 3 )  u s e s  a  c i t a t i o n  f r o m  
R o d h e  t o  e s t i m a t e  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  o t h e r  m a j o r  i o n s  w h i c h  m a y  
b e  e x p e c t e d  t o  o c c u r  w i t h  a  g i v e n  b i c a r b o n a t e  c o n c e n t r a t i o n  i n  n a t u r a l  
w a t e r s .  
H i g h l y  p r o d u c t i v e ,  o f t e n  n u t r i e n t  e n r i c h e d ,  s o f t  w a t e r s  m a y  
r e t a i n  m u c h  o f  t h e i r  " o l i g o t r o p h i c "  a l g a l  f l o r a  b u t  u n p r o d u c t i v e  h a r d  
w a t e r s  h a v e  s i m i l a r  f l o r a  t o  t h a t  o f  p r o d u c t i v e  h a r d  w a t e r s  ( 2 3 ) .  T h e  
u s e  o f  a l g a l  s p e c i e s  a s  i n d i c a t o r s  o f  t r o p h i c  s t a t u s  i s  c r i t i c a l l y  
r e v i e w e d  b y  B r o o k  ( 2 6 ) ,  w h o  a p p a r e n t l y  d e f i n e s  e u t r o p h y / o l i g o t r o p h y . i n  
t e r m s  o f  p r o d u c t i v i t y .  T a s s i g n y  ( 2 7 )  p r e s e n t s  c o n s i d e r a b l e  f i e l d  d a t a  
o n  t h e  u s e  o f  a l g a e ,  p a r t i c u l a r l y  d e s m i d  s p e c i e s . ,  a s  t r o p h i c  
i n d i c a t o r s .  M u c h  o f  t h e  c o n f u s i o n  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  u s e  o f  t r o p h i c  
s t a t u s  t e r m i n o l o g y  s e e m s  t o  b e  d u e  t o  t h e  f a i l u r e  o f  s o m e  a u t h o r s  t o  
a d e q u a t e l y  d e f i n e  t h e i r  u s e  o f  t h e  t e r m s ,  o r  e v e n  t o  a t t a c h  d i f f e r e n t  
m e a n i n g s  i n  d i f f e r e n t  c o n t e x t .  
M o s s  ( 2 8 )  e x a m i n e d  t h e  g r o w t h  o f  2 5  m a r k e r  s p e c i e s  a n d  f o u n d ,  
r e l a t i v e  t o  t h e  c a r b o n  d i o x i d e - b i c a r b o n a t e - p H  s y s t e m ,  n o  d i f f e r e n c e s  
i n  t h e  m i n i m u m  p H  t o l e r a t e d  b y  e u t r o p h i c  v e r s u s  o l i g o t r o p h i c  s p e c i e s .  
H o w e v e r ,  e u t r o p h i c  s p e c i e s  u s u a l l y  t o l e r a t e d  a  h i g h e r  m a x i m u m  p H  ( > 9 . 3 )  
'  




t h a n  o l i g o t r o p h i c  s p e c i e s  ( < 8 . 6 ) .  E x p e r i m e n t a l  e v i d e n c e  i s  p r e s e n t e d  
t o  e x c l u d e  i o n i c  c o n t e n t  a n d  t r a c e  m e t a l  a v a i l a b i l i t y  a s  e x p l a n a t i o n s  
f o r  h i s  r e s u l t s .  T h e  s i m p l e s t  a n d  p e r h a p s  m o s t  r e a s o n a b l e  e x p l a n a t i o n  
i s  t h e  a v a i l a b i l i t y  o f  f r e e  c a r b o n  d i o x i d e  f o r  p h o t o s y n t h e s i s .  A s  . t h e  
p H  i n c r e a s e d  a b o v e  7 o 7 ,  f r e e  c o
2  
i n  t h e  m e d i u m  d e c r e a s e s  t o  a  m i n i m u m ,  
a n d  g r o w t h  r a t e s  o f  t h e  o l i g o t r o p h i c  o r g a n i s m s  d e c r e a s e d  c o r r e s p o n d -
i n g l y .  T h e  c o n t i n u e d  g r o w t h  o f  s o m e  a l g a l  s p e c i e s  a t  h i g h e r  p H  i s  
p r o b a b l y  d u e  t o  a c t i v e  a b s o r p t i o n  o f  b i c a r b o n a t e ,  w h i c h  i s  c o n v e r t e d  
t o  c a r b o n  d i o x i d e  b y  t h e  a c t i v i t y  o f  t h e  e n z y m e  c a r b o n i c  a n h y d r a s e .  
A  r i g o r o u s  p r o o f  f o r  t h e ·  u t i l i z a t i o n  o f  b i c a r b o n a t e  m a y  b e  i m p o s s i b l e  
( 2 9 )  s i n c e  s o m e  f r e e  c o
2  
i s  a l w a y s  p r e s e n t  i n  s o l u t i o n  a t  a n y  p H .  I t  
s h o u l d  b e  n o t e d  t h a t  t h o s e  d e s m i d s  w i t h  a  t y p i c a l l y  w i d e r  d i s t r i b u t i o n ,  
s u c h  a s  c e r t a i n  s p e c i e s  o f  Staurastrum~ Cosmariwn~and CZosteriwn~ h a d  
a  m u c h  w i d e r  d i s t r i b u t i o n  i n  w a t e r s  o f  v a r y i n g  t y p e s  t h a n  d i d  o t h e r  ·  
~esmid g e n e r a .  T h e  v a s c u l a r  p l a n t  Utricularia~ s u p p o r t e d  t h e  w i d e s t  
d i v e r s i t y  o f  d e s m i d s  w h e r e v e r  i t  o c c u r r e d o  " H i g h  g e n e r i c  d i v e r s i t y .  
w a s  c o r r e l a t e d  w i t h  l o w  c o n d u c t i v i t y ,  c a l c i u m ,  a n d  a l k a l i n i t y ,  p H  o f  
5 . 1  t o  7 . 0  a n d  t h e  , p r e s e n c e  o f  f r e e  c a r b o n  d i o x i d e "  ( 3 2 ) .  
D i v i s i o n  r a t e s  i n  e x p o n e n t i a l l y  g r o w i n g  d e s m i d  c u l t u r e s  a r e  s l o w  
c o m p a r e d  t o  o t h e r  a l g a e  ( 0 . 1  t o  1 . 0  d i v i s i o n s / d a y ) .  D i r e c t  c o m p a r i s o n s  
o f  y i e l d  a r e . d i f f i c u l t  t o  o b t a i n  a n d  a r e  s e l d o m  r e p o r t e d .  U s i n g  c e l l  
o r g a n i c  c o n t e n t  a s  a  m e a s u r e  o f  s i z e ,  M o s s  ( 1 9 )  d e m o n s t r a t e d  l i t t l e  
. . .  : . c o r r e l a t i o n  b e t w e e n  s i z e  a n d  g r o w t h  r a t e .  T h e  e x p e c t e d  ( b y  t h i s  
a u t h o r )  c o r r e l a t i o n  m a y  o n l y  o c c u r  a t  o p t i m a l  g r o w t h  r a t e s .  M o s s  
· a l s o  i n v e s t i g a t e d  t h e  r e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  g r o w t h  r a t e  a n d  t e m p e r a t u r e  
( 1 9 ) .  T h e  b r o a d  r a n g e  o f  o p t i m a l  t e m p e r a t u r e s  i n  h i s  r e s u l t s  m a y  b e  
d u e  t o  c u l t u r e  c o n d i t i o n s  i n  w h i c h  t e m p e r a t u r e  i s  n o t  c l e a r l y  t h e  
l i m i t i n g  f a c t o r ;  t w o  o t h e r  p o t e n t i a l l y  l i m i t i n g  v a r i a b l e s ,  i . e . ,  l i g h t  
a n d  t u r b u l e n c e ,  w e r e  n o t  i n v e s t i g a t e d .  M o r e  r i g o r o u s  e x p e r i m e n t s  w i t h  
9  
l i g h t  a n d  t e m p e r a t u r e  l i m i t e d  g r o w t h  o f  C h Z o r e Z Z a  ( 3 4 )  s h o w e d  t h a t  
" t e m p e r a t u r e  h a s  l i t t l e  e f f e c t  o n  p h o t o s y n t h e s i s  a n d  g r o w t h  i n  l i g h t -
l i m i t e d  s y s t e m s "  ( 3 4 ,  p .  7 2 3 ) .  W i t h  t h e s e  s y n c h r o n o u s  c u l t u r e s  o f  
C h l o r e l l a  u n d e r  t e m p e r a t u r e - l i m i t e d  c o n d i t i o n s ,  a n  e x p o n e n t i a l  i n c r e a s e  
i n  y i e l d  o c c u r r e d  f r o m  2 0  t o  3 0  ° C  w i t h  a  Q
1 0  
o f  a b o u t  6 .  I t  w o u l d  
a p p e a r  t h a t  g r o w t h  m u s t  b e  o p t i m i z e d  b e f o r e  t h e  e f f e c t  o f  t e m p e r a t u r e  
a n d  p e r h a p s  o t h e r  v a r i a b l e s  o n  g r o w t h  c a n  b e  a c c u r a t e l y  i n v e s t i g a t e d .  
T h e  e f f e c t  o f  ce~l d i v i s i o n  s y n c h r o n y  o n  g r o w t h  r a t e  d e t e r m i n a -
t i o n s  m a y  b e  a  s p e c i a l  p r o b l e m  w i t h  d e s m i d s .  D i v i s i o n  o c c u r s  
p r e d o m i n a n t l y  o r  e x c l u s i v e l y  a t  n i g h t  w i t h  m o s t  s p e c i e s  o f  d e s m i d s  
( 3 5 ,  3 6 ) ,  s o  t h a t  a  d e g r e e  o f  c e l l  d i v i s i o n  s y n c h r o n y  i s  a l w a y s  p r e s e n t  
i n  g r o w i n g  d e s m i d  c u l t u r e s .  S c h u l l e  ( 3 7 )  r e p o r t s  s y n c h r o n o u s  d i v i s i o n  
o f  S t a : u r a s t r u m  p i n g u e  T e i l .  a t  a  d e f i n i t e  t i m e  a f t e r  t h e  b e g i n n i n g  o f  
t h e  l i g h t  p e r i o d .  H i s  c l a i m s  f o r  t h e  f i r s t  s y n c h r o n o u s  d e s m i d  c u l t u r e s  
a r e ,  h o w e v e r ,  u n j u s t i f i e d  ( s e e  3 5 ,  3 6 ) .  
M a n y  s p e c i e s  o f  a l g a e  h a v e  b e e n  s h o w n  t o  b e  a b l e  t o  u s e  a  w i d e  
v a r i e t y  o f  n i t r o g e n  s o u r c e s ,  i n c l u d i n g  n i t r a t e ,  a n u n o n i a ,  u r e a ,  v a r i o u s  
a m i n o  a c i d s  a n d  o t h e r  o r g a n i c  n i t r o g e n o u s  c o m p o u n d s .  H o s s  ( 1 9 )  i n v e s -
t i g a t e d  g r o w t h  o f  d e s m i d s  w i t h  n i t r a t e  o r  a m m o n i a  a s  a  n i t r o g e n  
s o u r c e  a n d  o b t a i n e d  s i m i l a r  g r o w t h  r a t e s  w i t h  e i t h e r .  
M y  w o r k  w i t h  C l o s t e r i u m  e h r e n b e r g i i  w a s  p r i m a r i l y  i n t e n d e d  t o  
. d e v e l o p  e f f i c i e n t  a n d  r e l i a b l e  t e c h n i q u e s  f o r  a x e n i c a l l y  c u l t u r i n g  t h e  
·  o r g a n i s m  i n  m i n e r a l  m e d i u m .  A x e n i c  c u l t u r e s  c o n t a i n  n o  o r g a n i s m s  







l ,  
1 0  
o t h e r  t h a n  t h e  d e s i r e d  s p e c i e s  a n d  a r e  s y n o n y m o u s  w i t h  p u r e  c u l t u r e s .  
T h e  u s e  o f  p u r e  c u l t u r e s  f o r  p h y s i o l o g i c a l  e x p e r i m e n t s  p r e c l u d e s  t h e  
· p o s s i b i l i t y  o f  i n t e r f e r e n c e s  w h i c h  m a y  a r i s e  f r o m  t h e  p r e s e n c e  o f  
c o n t a m i n a n t  m i c r o o r g a n i s m s .  M i n e r a l  m e d i a  m a y  b e  d e f i n e d ,  i . e .  t h e  
c o n c e n t r a t i o n s  o f  a l l  c o m p o n e n t s  a r e  k n o w n .  T h i s  i s  n e c e s s a r y  f o r  
m o s t  p h y s i o l o g i c a l  e x p e r i m e n t a t i o n ,  e s . p e c i a l l y  w h e r e  g r o w t h  r e q u i r e -
m e n t s  a r e  b e i n g  i n v e s t i g a t e d .  T h e  l a c k  o f  c a r b o n  s o u r c e s  i n  m i n e r a l  
m e d i u m  i s  a n  a d d e d  b e n e f i t  i n  t h a t  t h e  g r o w t h  o f  c o n t a m i n a n t  b a c t e r i a  
a n d  f u n g i  i s  i n h i b i t e d  b y  t h e  l a c k  o f  c a r b o n  s o u r c e s  o t h e r  t h a n  t h e  
e x t r a c e l l u l a r  p r o d u c t s ·  0 £  t h e  r e s e a r c h  o r g a n i s m .  
A r t e r  g o e d  g r o w t h .  o~ p u r e  C l o s t e r i w n  e h r e n b e r g i i  i n  d e f i n e d  
· m : f - - : n e r a l  m e d i u m  w a s - o b t a i n e d ,  a  s · e r i e s  o f  g r o w t h  e x p e r i m e n t s  w e r e  
c 9 n d u c t e d  t o  : j _ n v e s · t t g a t e  t h e  e f f e c t s  o f  ( a )  t o t a l  s a l t  c o n c e n t r a t i o n ,  
( b )  p H ,  ( c }  v a r i o u s  b u ; e ; t ; e r s  a t  v a r i e d  p H ,  ( d )  n i t r o g e n  s o u · r c e ,  a n d  
( e )  n i t r a t e  c o n c e n t r a t i o n .  T h e  e f f e c t s  o f  p H  a n d  n i t r o g e n  o n  g r o w t h  
w e r e  i n v e s · t i : g a t e d  b e c a u s e  t h e y  h a v e  b e e n  i n d i c a t e d  t o  b e  i m p o r t a n t  t o  
t h e  s e x u a l  r e s p o n s e  o f  d e s m i d s .  F u r t h e r  e x p e r i m e n t s  w e r e  c o n d u c t e d  
w i t h  t h e  u p t a k e  o f  n i t r a t e  a s  e x c l u s i v e  n i t r o g e n  s o u r c e .  
M A T E R I A L S  A N D  M E T H O D S  
C l o s t e r i w n  e h r e n b e r g i i  M e n e g h .  ( D e s m i d i a c e a e ,  C h l o r o p h y c e a e )  w a s  
f o u n d  i n  a b u n d a n c e  o n  t h e  s u r f  a c e  o f  s u b m e r g e d  d e c a y i n g  a l d e r  ( A l n u s  
r u b r a )  l e a v e s  i n  v e r y  s h a l l o w  s p r i n g - f e d  s e e p a g e  p o n d s  n e a r  O a k s  P a r k ,  
P o r t l a n d ,  O r e g o n  i n  M a r c h  1 9 7 6 .  A  n u m b e r  o f  c o l l e c t i o n s  f r o m  d i s c r e t e  
. m a s s e s  o f  n e a r l y  u n i a l g a l  c e l l s  w e r e  m a d e  a n d  1 2  u n i a l g a l  c l o n e s  w e r e  
s u c c e s s f u l l y  g r o w n  f r o m  s i n g l e  c e l l s  i s o l a t e d  b y  c a p i l l a r y  p i p e t t e  i n t o  
s o i l - w a t e r  m e d i u m  w i t h  a d d e d  C a c o
3  
( 1 8 ) .  
U s i n g  t h e  m e t h o d  o f  S t a r r  ( 3 9 ) ,  I  f o u n d  t h a t  o n e  c l o n e  w a s  h o m o -
t h a l l i c ,  4  w e r e  o n e  m e m b e r  o f  a  h e t e r o t h a l l i c  p a i r  ( +  s t r a i n )  a n d  7  
w e r e  t h e  o t h e r  m e m b e r  ( - s t r a i n )  • .  V i s u a l l y  o b s e r v e d  d i f f e r e n c e s  i n  
~ . . .  · g r o w t h  o n  s o i l - w a t e r  m e d i u m  m a y  i n d i c a t e  t h a t  t h e  v a r i o u s  p l u s  ( + )  o r  
m i n u s  ( - )  s t r a i n s  a r e  n~t n e c e s s a r i l y  p h y s i o l o g i c a l  e q u i v a l e n t s  b u t  
f o r  t h e  p u r p o s e s  o f  f u r t h e r  s t u d y ,  t h e  h o m o t h a l l i c  s t r a i n  ( # 3 )  a n d  o n e  
e a c h  o f  t h e  p l u s  ( # 9 )  a n d ·  t h e  m i n u s  ( # 1 5 )  w e r e  i~olated a x e n i c a l l y  b y  
m a n i p u l a t i o n  w i t h  a  g l a s s  m i c r o n e e d l e  o n  a g a r  m e d i u m  s o  a s  t o  r e m o v e  
a c c o m p a n y i n g  m i c r o o r g a n i s m s  ( 4 0 ) .  I n i t i a l l y  a x e n i c  ( p u r e )  c u l t u r e s  
w e r e  e s t a b l i s h e d  i n  s o i l - w a t e r  m e d i u m  p r e c o n d i t i o n e d  b y  g r o w t h  o f  
u n i a l g a l  C l o s t e r i u m . .  T h e  g r o w t h  m e d i u m  w a s  f i l t e r  s t e r i l i z e d  w i t h  a  
0 . 2 2 µ  m i l l i p o r e  f i l t e r  ( 0 . 4 5 µ  f i l t e r s  s e l e c t i v e l y  p a s s e d  o n e  s t r a i n  o f  
b a c t e r i a ) .  L a t e r  a  m i n e r a l  m e d i u m  [ m e d i u m  A  ( T a b l e  I ) ]  w a s  d e v i s e d  
w h i c h  s u p p o r t e d  g o o d  g r o w t h  a n d  a x e n i c  c u l t u r e s  w e r e  e s t a b l i s h e d  
d i r e c t l y  o n  m e d i u m  A  a g a r  ( 1 %  D i f e o )  b y  m i c r o - m a n i p u l a t i o n  a n d  t r a n s -
f e r r e d  t o  l i q u i d  m e d i u m  A  o r  i t s  l a t e r  m o d i f i c a t i o n s .  V i g o r o u s l y  
T A B L E  I  
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1 1 . 4  
8 . 8 2  
1 . 4 4  
0 . 8 5  
1 . 5 7  
0 . 4 9  
1 . 0  
- 3  
2 . 6  x  1 0  
- - 3  
9 6 o 2  X  1 0  
a A R  g r a d e  c h e m i c a l s  w e r e  u s e d  f o r  m e d i a  p r e p a r a t i o n .  
b A  c o m b i n e d  v i t a m i n  s o l u t i o n  w a s  p r e p a r e d . .  1 2 %  w a t e r  h y d r a t i o n  
W a $  a l l o w e d  w h e n  w e i & h i n g  B i z  a n d  4 %  f o r  b i o t i n  ( 4 2 ) .  T h i s  v i t a m i n  
s o l u t i o n  w a s  a c i d i r i e d  t o  p H  5  w i t h  c o n c e n t r a t e d  H C l  a n d  a u t o c l a v e d  
s e p a r a t e l y  f r o m  t h e  m e d i u m .  O n e  m l / 1  w a s  a d d e d  a f t e r  c o o l i n g  t o  g i v e  
t h e  r e q u i L e d  m e d i u m  c o n c e n t r a t i o n .  
1 2  
g r o w i n g  c e l l s  a r e  u s e d  m u c h  m o r e  s u c c e s s f u l l y  t o  e s t a b l i s h  p u r e  
c u l t u r e s .  
A x e n i c  c o n d i t i o n  w a s  t e s t e d  f o r  i n  c u l t u r e s  u s e d  f o r  i n n o c u l a -
1 3  
t i o n  a n d  a t  t h e  c o n c l u s i o n  o f  experiment~. C u l t u r e s  w e r e  p l a t e d  o n  
n u t r i e n t  a g a r  ( D i f e o )  p l u s  3  g / l  y e a s t  e x t r a c t  a n d  o n  m e d i u m  A  a g a r .  
P l a t e s  o f  e a c h  m e d i u m  w e r e  i n c u b a t e d  a t  2 5  ° C  a n d  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  
f o r  u p  t o  2  w e e k s .  O c c a s i o n a l l y ,  p l a t i n g s  w e r e  m a d e  o n  a  v a r i e t y  o f  
o t h e r  b a c t e r i a l  m e d i a .  M i c r o s c o p i c  e x a m i n a t i o n  o f  c u l t u r e s  w i t h  t h e  
o i l  i m m e r s i o n  o b j e c t i v e  o f  a  c o m p o u n d  m i c r o s c o p e  f a i l e d  t o  i n d i c a t e  
t h e  p r e s e n c e  o f  b a c t e r i a  i f  t h e y  w e r e  n o t  a l s o  i n d i c a t e d  b y  t h e  
p l a t i n g .  
A x e n i c  c u l t u r e s  w e r e  r o u t i n e l y  g r o w n  i n  a  c u l t u r e  r o o m  a t  2 0  ° C  
±  1  ° C  o n  a  1 6 / 8  h o u r  l i g h t / d a r k  c y c l e .  L i g h t  ( a p p r o x i m a t e l y  3 3 0 0  l u x  
a t  t h e  s u r f  a c e  o f  e x p e r i m e n t a l  c u l t u r e  v e s s e l s )  w a s  p r o v i d e d  b y  c o o l .  
w h i t e  f l u o r e s c e n t  f i x t u r e s .  F o r  m a i n t e n a n c e  o f  c u l t u r e s ,  t h e  c u l t u r e s  
w e r e  e x p o s e d  t o  3 3 0 0  l u x  u n t i l  g o o d  g r o w t h  w a s  e v i d e n t  a n d  t h e n  w e r e  
s t o r e d  a t  m u c h  l o w e r  l i g h t  l e v e l s  ( a p p r o x i m a t e l y  5 5 0  l u x ) .  
A l l  g l a s s w a r e  u s e d  a s  c u l t u r e  c h a m b e r s  o r  i n  t h e  p r e p a r a t i o n  o f  
m e d i a  w a s  c l e a n e d  b y  s o a k i n g  i n  a  s o l u t i o n  o f  c o n c e n t r a t e d  n i t r i c  a c i d  
a n d  s u l f u r i c  a c i d  ( 4 0 / 6 0 )  f o r  a t  l e a s t  2 4  h o u r s .  E a c h  p i e c e  w a s  t h e n  
r i n s e d  i n  2 5  v o l u m e s  o f  g l a s s  d i s t i l l e d  w a t e r .  G l a s s  d i s t i l l e d  w a t e r  
w a s ·  u s e d  f o r  a l l  m e d i a  a n d  r e a g e n t  p r e p a r a t i o n .  
G R O W T H  M E A S U R E M E N T S  
C h a n g e  i n  c e l l  n u m b e r  w a s  u s e d  a s  a  m e a s u r e  o f  g r o w t h ;  m e a s u r e -
m e n t s  o f  o p t i c a l  d e n s i t y  ( t u r b i d i t y )  d i d  n o t  g i v e  t h e  n e c e s s a r y  
p r e c i s i o n  i n  t h e s e  d i l u t e  c u l t u r e s  a n d  d r y  w e i g h t  m e a s u r e m e n t s  
l  
.  
1 4  
r e q u i r e d  t o o  l a r g e  a  c u l t u r e  v o l u m e .  C e l l  n u m b e r  w a s  d e t e n n i n e d  b y  a  
m i n i m u m  o f  3  c o u n t s  o f  1  m l  a l i q u o t s  f r o m  t h e  c u l t u r e  v e s s e l .  S i n c e  
s a m p l e  s i z e  w a s  s m a l l  ( 1 0 - 5 0 0  c e l l s / m l ) ,  t h e  e n t i r e  a l i q u o t  w a s  c o u n t e d  
C e l l s  w e r e  d i s p e r s e d  w i t h i n  t h e  g r o w t h  c h a m b e r  b y  s w i r l i n g  t h e  f l a s k  
o r  t u b e  u n t i l  c e l l s  n o  l o n g e r  a d h e r e d  t o  t h e  w a l l s  o f  t h e  v e s s e l .  I t  
w a s  i n t e r e s t i n g  t o  n o t e  t h a t  c e l l s  a d s o r b e d  t o  t h e  g l a s s w a r e  m o r e  
d u r i n g  e a r l y  s t a g e s  o f  g r o w t h  a n d  c e a s e d  t o  a d s o r b  a s  c e l l s  a p p r o a c h e d  
s t a t i o n a r y  p h a s e .  T h e  p e r c e n t  s t a n d a r d  d e v i a t i o n  o f  r e p l i c a t e  c o u n t s  
s e l d o m  e x c e e d e d  1 0 % ,  a n d  t h e  m e t h o d s  f o r  d i s p e r s i o n  w i t h i n  t h e  g r o w t h  
c h a m b e r  a n d  s a m p l i n g  e r r o r  w e r e  d e e m e d  a c c e p t a b l e .  
I n  g r a p h i c a l  p r e s e n t a t i o n s  o f  r e s u l t s ,  m e a n  c e l l  n u m b e r s  ±  o n e  
s t a n d a r d  d e v i a t i o n  a r e  p r e s e n t e d .  N u m e r i c a l l y ,  t h i s  g i v e s  v e r y  s i m i l a r  
r e s u l t s  t o  p r e c i s i o n  a t  t h e  9 5 %  c o n f i d e n c e  l e v e l .  
T h e  f o l l o w i n g  e x p r e s s i o n  d e s c r i b e s  g r o w t h  r a t e  ( 4 1 ) :  
l o g
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a n d  
t
0  
=  d a y s ,  a n d  k  =  s p e c i f i c  g r o w t h  r a t e  c o n s t a n t  i n  d i v i s i o n s / d a y .  
A  d e g r e e  o f  s y n c h r o n o u s  c e l l  d i v i s i o n  i s  a l w a y s  a p p a r e n t  i n  
g r o w i n g  c u l t u r e s  o f  C .  e h r e n b e r g i i ,  s i n c e  c e l l  d i v i s i o n  o c c u r s  a l m o s t  
e x c l u s i v e l y  d u r i n g  t h e  l a s t  f o u r  h o u r s  o f  t h e  d a r k  p e r i o d .  T h e  
d e g r e e  o f  s y n c h r o n o u s  c e l l  d i v i s i o n  i s  c o n s i d e r e d  t o  b e  t h e  p e r c e n t a g e  
o f ;  c e l l s  d i v i d i n g  d u r i n g  a  g i v e n  d a r k  p e r i o d .  E n h a n c e d  s y n c h r o n o u s  
c e l l  d i v i s i o n  i s  t h a t  w h i c h  o c c u r s  a b o v e  t h e  n o r m a l  ( o r  a v e r a g e )  
p e r c e n t a g e  o f  c e l l  d i v i s i o n  d u r i n g  e x p o n e n t i a l  g r o w t h .  
1 5  
p H  E X P E R I M E N T S  
T h e  e f f e c t  o f  p H  o n  g r o w t h  o f  s t r a i n  # 9  w a s  i n v e s t i g a t e d  i n  
u n b u f f e r e d  m e d i u m  A .  T h e  i n i t i a l  p H  w a s  a d j u s t e d  w i t h  H C l  o r  N a O H  a t  
i n c r e m e n t s  o f  o n e  p H  u n i t  o v e r  t h e  r a n g e  o f  p H  4  t o  1 0 .  T h e  p H  o f  t h e  
u n a d j u s t e d  m e d i u m  w a s  9 . 0 .  N o  a t t e m p t  w a s  m a d e  t o  c o n t r o l  t h e  p H  
d u r i n g  t h e  c o u r s e  o f  t h e  e x p e r i m e n t .  Y i e l d s  o f  s t r a i n  # 9  w e r e  
d e t e r m i n e d  b y  c e l l  c o u n t s  a t  s t a t i o n a r y  p h a s e .  T h r e e  r e p l i c a t e  
c u l t u r e s  i n  1 8  X  1 5 0  n n n  t e s t  t u b e s  w i t h .  1 0  m l  o f  m e d i u m  w e r e  u s e d  a t  
e a c h  p H .  C u l t u r e  c o n d i t i o n s  w e r e  a s  p r e v i o u s l y  s t a t e d .  
B U F F E R  E X P E R I M E N T S  
I n  o r d e r  t o  d e t e r m i n e  i f  b u f f e r  a n d  b u f f  e r  c o n c e n t r a t i o n  a f f e c t  
t h e  f i n a l  y i e l d ,  t h e  c e l l  n u m b e r  o f  s t r a i n  # 9  w a s  d e t e r m i n e d  w h e n  c e l l s  
r e a c h e d  s t a t i o n a r y  p h a s e  a f t e r  g r o w t h  i n  m e d i u m  A - 1  w i t h  T r i s - ( h y d r o x y -
- 1  - 2  - 3  
m e t h y l ) - a m i n o m e t h a n e  b u f f e r  ( T r i s )  a t  1 0  ,  1 0  ,  a n d  1 0  m o l a r .  
E a c h  c o n c e n t r a t i o n  w a s  t e s t e d  a t  p H  7 . 8 ,  8 . 3 ,  a n d  8 . 8 .  A  s i m i l a r  
e x p e r i m e n t  : v i t h  s o d i u m - c a r b o n a t e  b u f f e r  ( a t  t h e  s a m e  c o n c e n t r a t i o n s  a s  
t h e  T r i s  b u f f e r )  a n d  p H  o f  9 . 3 ,  9 . 8 . ,  a n d  1 0 . 3  w a s  a l s o  · u s e d .  T h e  p H  
d u r i n g  t h e  c o u r s e  o f  t h e  e x p e r i m e n t s  w a s  n o t  c o n t r o l l e d .  T h r e e  
r e p l i c a t e  c u l t u r e s  i n  1 8  X  1 5 0  m l  t e s t  t u b e s  w i t h  1 0  m l  o f  m e d i u m  w e r e ·  
u s e d  a t  e a c h  p H  a n d  b u f f  e r  c o n c e n t r a t i o n .  S m a l l  i n n o c u l a  ( a b o u t  1 5  
. c e l l s / m l )  w e r e  u s e d .  C u l t u r e  c o n d i t i o n s  w e r e  a s  p r e v i o u s l y  s t a t e d .  
c  
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N a N 0
3  
B u f f e r c  
T A B L E  I I  
P R E P A R A T I O N  O F  M E D I U M  A - l a  
M e d i u m  
C o n c e n t r a t i o n  ( m g / l )  
6 . 9  
6 . 8  
V a r i a b l e  
V a r i a b l e  
Tris-(hydroxymethyl)~aminomethane 
M o l a r i t y  
- 5  
5 . 0  x  1 0  
- 5  
5 . 0  x  1 0  
}  u p  t o  2 1 2  µ M  
- 3  
5 . 0  x  1 0  
a P r e p a r a t i o n  i s  a s  f o r  m e d i u m  A  e x c e p t  f o r  t h e  f o l l o w i n g  d i f -






i s  o m i t t e d  a n d  t h e  a b o v e  l i s t e d  m a j o r  i o n s  a r e  
a d d e d .  
b K N 0
3  
a n d  N a N 0
3  
w e r e  v a r i e d  a t  a  c o n s t a n t  r a t i o .  
~edium A - 1  w a s  t i t r a t e d  t o · p H  8 . 2  w i t h  H C l .  A  S a r g e n t - W e l c h  
m o d e l  L S  p H  m e t e r  w i t h  a  Corn~ng c e r a m i c  j u n c t i o n  e l e c t r o d e  # 4 7 6 1 1 5  
. s u i t a b l e  f o r  u s e  w i t h  T r i s  ( 4 6 )  w a s  u s e d  f o r  a l l  e x p e r i m e n t s  u s i n g  
T r i s  b u f f e r e d  m e d i u m .  T r i s  s t a n d a r d s  a t  p H  7 . 2  a n d  9 . 0  w e r e  p r e p a r e d  
f r o m  d e s s i c a t e d  T r i s  b a s e  a n d  T r i s  H C l  ( 4 6 ) .  
1 6  
- ;  
;  
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1 7  
H A R D N E S S  E X P E R I M E N T  
S t r a i n  # 3  w a s  g r o w n  i n  m e d i u m  A  a t  ~' ~' n o r m a l ,  t w i c e  n o r m a l ,  
a n d  f o u r  t i m e s  n o r m a l  t o t a l  s a l t  c o n c e n t r a t i o n  ( h a r d n e s s ) ,  m e a s u r e d  a s  
m g / l  a d d e d  r e a g e n t s o  T o t a l  s a l t  c o n c e n t r a t i o n  v a r i e d  f r o m  4 1  m g / l  t o  
6 5 6  m g / l .  C e l l  y i e l d  ( c e l l s / m l )  a n d  g r o w t h  r a t e s  w e r e  d e t e r m i n e d .  
T w o  r e p l i c a t e  c u l t u r e s  i n  t e s t  t u b e s  w i t h  s t a i n l e s s  s t e e l  c l o s u r e s  
w e r e  c o u n t e d  a t  v a r i o u s  s t a g e s  o f  g r o w t h  u n t i l  s t a t i o n a r y  p h a s e  w a s  
r e a c h e d .  C u l t u r e  c o n d i t i o n s  w e r e  a s  p r e v i o u s l y  s t a t e d .  
N I T R A T E  C O N C E N T R A T I O N  V A R I A T I O N  E X P E R I M E N T  
S t r a i n  # 9  w a s  g r o w n  i n  m e d i u m  A - 1  ( T a b l e  I I )  c o n t a i n i n g  6 . 6  µ M ,  
5 3  µ M ,  o r  2 1 2  µ M  n i t r a t e .  C u l t u r e s  i n  2 5 0  m l  c o t t o n - s t o p p e r e d  
E r . l e  n m e y e r  f l a s k s  c o n t a i n e d  1 5 0  m l  o f  m e d i u m  a n d  w e r e  i n n o c u l a t e d  w i t h  
1 5  c e l l s / m l .  C e l l  c o u n t s  w e r e  m a d e  a t  i n t e r v a l s  u n t i l  s t a t i o n a r y  
p h a s e  w a s  r e a c h e d .  C u l t u r e  c o n d i t i o n s  w e r e  a s  p r e v i o u s l y  d e s c r i b e d .  
N I T R A T E  U P T A K E  E X P E R I M E N T S  
S t r a i n s  # 3  a n d  # 1 5  w e r e  u s e d  i n  t h e s e  e x p e r i m e n t s .  C u l t u r e s  
w e r e  i n  2 5 0 m l ,  5 0 0 m l ,  o r  1  l i t e r  c o t t o n - s t o p p e r e d  E r l e n m e y e r  f l a s k s .  
C u l t u r e s  w e r e  a e r a t e d  w i t h  f i l t e r e d  a i r .  A i r  w a s  f i r s t  p a s s e d  
t h r o u g h  a  s a t u r a t e d  Z n C 1
2  
s o l u t i o n  t o  r e m o v e  t r a c e s  o f  a m m o n i a  a n d  
s u b s e q u e n t l y  p a s s e d  t h r o u g h  t w o  s u c c e s s i v e  d i s t i l l e d  w a t e r  b a t h s  t o  
i n s u r e  t h a t  t h e r e  w a s  n o  Z n C 1
2  
c o n t a m i n a t i o n  a n d  t o  s a t u r a t e  t h e  a i r  
w~th w a t e r  v a p o r .  
E x p e r i m e n t s  w e r e  c o n d u c t e d  w i t h  e x p o n e n t i a l l y  g r o w i n g  c e l l s  
~ully i n d u c e d  f o r  n i t r a t e  u p t a k e  i n  m e d i u m  A - 1 .  E x c e p t i o n s  t o  t h i s  
1 8  
w e r e  e x p e r i m e n t s  t o  t e s t  t h e  e f f e c t  o f  l a g  p h a s e  o r  s y n c h r o n o u s  g r o w t h .  
· c u l t u r e s  c o u l d  b e  mad~ s y n c h r o n o u s  a b o v e  t h e  n o r m a l  l e v e l  o f  a p p r o x -
i m a t e l y  2 0 %  b y  a d d i n g  n i t r a t e  a f t e r  s e v e r a l  d a y s  o f  n i t r a t e  d e p l e t i o n .  
C e l l  n u m b e r  a n d  n i t r a t e  c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  m e d i u m  w e r e  
d e t e r m i n e d  f o r  s e v e r a l  d a y s .  F r o m  t h i s  d a t a ,  n i t r o g e n / c e l l  ( c e l l u l a r  
q u o t a )  a n d  t o t a l  c e l l u l a r  n i t r o g e n  o f  t h e  c u l t u r e  w e r e  c a l c u l a t e d ,  
a s s u m i n g  t o t a l  c e l l u l a r  n i t r o g e n  t o  b e  e q u i v a l e n t  t o  d e p l e t i o n  o f  
n i t r a t e  f r o m  t h e  m e d i u m .  
C u l t u r e s  w e r e  a x e n i c  a t  t h e  b e g i n n i n g  o f  e x p e r i m e n t s  a n d  b a c t e r i a l  
g r o w t h  d u r i n g  t h e  c o u r s e  o f  t h e  e x p e r i m e n t s  w a s  m i n i m a l .  N i t r a t e  w a s  
a d d e d  d u r i n g  t h e  c o u r s e  o f  t h e  e x p e r i m e n t s  t o  p r e v e n t  i t s  d e p l e t i o n .  
L a r g e  i n n o c u l a  w e r e  u s e d  s o  t h a t  m e a s u r a b l e  · · c h a n g e s  i n  n i t r a t e  c o n c e n -
t r a t i o n  o c c u r r e d  w i t h i n  a  r e a s o n a b l e  t i m e .  T h e  i n n o c u l a  w e r e  
p r e p a r e d  b y  a l l o w i n g  t h e  c e l l s  t o  s e t t l e ,  d e c a n t i n g  t h e  m e d i u m ,  w a s h i n g  
t h e  c e l l s  w i t h  s t e r i l e  n i t r a t e - f r e e  m e d i u m ,  a n d  r e s u s p e n d i n g  t h e  c e l l s  
i n  f r e s h  m e d i u m .  
N i t r a t e  a n d  n i t r i t e  c o n c e n t r a t i o n s  w e r e  d e t e r m i n e d  b y  t h e  
c o p p e r  c a d m i u m  r e d u c t i o n  m e t h o d  ( 4 4 ) .  · U p t a k e  d f  n i t r a t e  w a s  a s s u m e d  
t o  b e  e q u i v a l e n t  t o  t h e  d e p l e t i o n  o f  n i t r a t e  f r o m  t h e  m e d i u m .  
E t h y l e n e d i a m i n e t e t r a a c e t i c  a c i d  ( E D T A )  u s e d  i n  med~um A - 1  w a s  f o u n d  t o  
i n t e r f e r e  w i t h  t h e  r e d u c t i o n  o f  n i t r a t e  t o  n i t r i t e .  E x p e r i m e n t s  t o  
m e a s u r e  n i t r a t e  u p t a k e  u s e d  m e d i u m  A - 1  m i n u s  t h e  E D T A  a n d  t r a c e  m e t a l s  
w e r e  r e d u c e d  t o  a  t e n t h  o f  t h e  c o n c e n t r a t i o n s  g i v e n  i n  T a b l e  I .  
C e l l s  w e r e  r e m o v e d  f r o m  s a m p l e s  f o r  n i t r a t e  a n a l y s i s · b y  
f i l t r a t i o n  t h r o u g h  n y l o n  f i l t e r  f l o s s  p r i o r  t o  t h e  n i t r a t e  a n a l y s i s .  
1 9  
G e n e r a l l y ,  2 5  m l  w e r e  r e q u i r e d  f o r  n i t r a t e  d e t e r m i n a t i o n s ,  a l t h o u g h  a t  
c o n c e n t r a t i o n s  h i g h e r  t h a n  2 0  µ M ,  s m a l l e r  s a m p l e s  w e r e  r e m o v e d  a n d  
d i l u t e d  w i t h  d i s t i l l e d  w a t e r  t o  2 5  m l .  
N i t r a t e  s t a n d a r d s  w e r e  p r e p a r e d  i n  d i s t i l l e d  w a t e r  a n d  t r e a t e d  
i n  t h e  s a m e  w a y  a s  t h e  s a m p l e s .  S t a n d a r d  c u r v e s  w e r e  p r e p a r e d  d a i l y  
· a s  w e l l  a s  p e r i o d i c a l l y  d u r i n g  t h e  e x p e r i m e n t s .  C o l o r i m e t r i c  
d e t e r m i n a t i o n s  o f  s t a n d a r d s  c o n f o r m e d  w e l l  t o  B e e r ' s  l a w  b e t w e e n  2  a n d  
2 0  µ M  n i t r a t e .  S t r a i g h t  l i n e  f i t s  w e r e  d r a w n  b y  e y e  b e t w e e n  a t  l e a s t  
f o u r · a b s o r b a n c e  v a l u e s  f o r  n i t r a t e  s t a n d a r d s .  N i t r i t e  c o n c e n t r a t i o n s  
w e r e " ·  a l s o  d e t e r m i n e d  c o l o r i m e t r i c a l l y  i n  t h e  s a m e  w a y  a s  t h e  n i t r a t e ,  
l  
I  
a l t h o u g h  t h e  p r i o r  r e d u c t i o n  s t e p  i s  o m i t t e d .  N i t r i t e  w a s  n o t  d e t e c t e d  
t  
1  ·  
I  
i n  a n y  s a m p l e s ,  a t  a  l i m i t  o f  d e t e c t i o n  o f  a b o u t  0 . 2  µ M  n i t r i t e .  
.  
i  
D i r e c t  n e s s l e r i z a t i o n ,  a  s i m p l e  c o l o r i m e t r i c  m e t h o d  ( 4 5 ) ,  w a s  
I  
u s e d  t o  a n a l y s e  f o r  a m m o n i u m ,  a l t h o u g h  n o n e  w a s  d e t e c t e d  i n  a n y  s a m p l e .  
T h e  l e v e l  o f  d e t e c t i o n  w a s  a b o u t  1 . 2  µ M  a m m o n i u m .  
C u l t u r e  c o n d i t i o n s  w e r e  o t h e r w i s e  a s  p r e v i o u s l y  s t a t e d .  
U P T A K E  K I N E T I C S  
N i t r a t e  c o n c e n t r a t i o n  a n d  c e l l u l a r  n i t r o g e n  w e r e  m o n i t o r e d  a s  a  
f u n c t i o n  o f  t i m e .  C e l l u l a r  n i t r o g e n  i s  a g a i n  c o n s i d e r e d  e q u i v a l e n t  t o  
t h e  d e p l e t i o n  o f  n i t r a t e  f r o m  t h e  m e d i u m .  R a t e  o f  u p t a k e  w a s  
c a l c u l a t e d  a s  µ m o l e s  n i t r a t e / µ m o l e s  c e l l u l a r  n i t r o g e n  p e r  h o u r .  
D u p l i c a t e  d e t e r m i n a t i o n s  w e r e  m a d e  a n d  p r e c i s i o n  w a s  g r e a t e r  t h a n  
0 . 5  µ m o l e .  M e t h o d s  a n d  c u l t u r e  c o n d i t i o n s  w e r e  a s  m e n t i o n e d  u n d e r  
n i t r a t e  u p t a k e .  
i .  
I  
R E S U L T S  
p H  E X P E R I M E N T S  
T h e  i n i t i a l  p H  o f  u n b u f f e r e d  m e d i u m  A  h a d  a  s t r o n g  e f f e c t  o n  t h e  
e v e n t u a l  y i e l d  o f  s t r a i n  # 9  a s  s h o w n  i n  F i g u r e  1 .  I t  c a n  b e  s e e n  t h a t  
t h e  l a r g e s t  c e l l  n u m b e r  w a s  f o u n d  a t  a l k a l i n e  p H .  L a r g e  c h a n g e s  i n  p H  
p r o b a b l y  o c c u r r e d  b e c a u s e  o f  t h e  v e r y  l o w  b u f f e r i n g  c a p a c i t y  o f  m e d i u m  
A ,  a l t h o u g h  t h i s  w a s  n o t  i n v e s t i g a t e d .  
B U F F E R  E X P E R I M E N T S  
T h e  y i e l d  o f  s t r a i n  # 9 ,  i n  c e l l s / m l ,  w i t h  t h r e e  c o n c e n t r a t i o n s  
o f  T r i s  b u f f  e r  a t  t h r e e  p H  v a l u e s  i s  p r e s e n t e d  i n  T a b l e  I I I .  T h e  
y i e l d  o f  s t r a i n  # 9  w i t h  t h r e e  c o n c e n t r a t i o n s  o f  s o d i u m - c a r b o n a t e  
b u f f e r  a n d  t h r e e  p H  v a l u e s  i s  s h o w n  i n  T a b l e  I V .  T h e  y i e l d s  a t  p H  
8 . 3  a n d  8 . 8  w i t h  1 0 -
2  
a n d  l 0 -
3
M  T r i s  w e r e  s i g n i f i c a n t l y  h i g h e r  t h a n  a t  
p H  7 . 8  a t  t h e  9 5 %  c o n f i d e n c e  l~el. T h e  t r e n d  i n d i c a t e d  t h a t  p H  8 . 8  
w a s  p r e f e r r e d ,  a l t h o u g h  t h e  d i f f e r e n c e  i n  y i e l d  a t  p H  8 . 3  a n d  a t  8 . 8  
w a s  n o t  s i g n i f i c a n t  a t  t h i s  c o n f i d e n c e  l e v e l .  
T h e  r e s u l t s  w i t h  s o d i u m - c a r b o n a t e  b u f f e r  w e r e  s u s p e c t  b e c a u s e  
i n  t h e  o p e n  s y s t e m  i n  w h i c h  t h e s e  e x p e r i m e n t s  w e r e  c o n d u c t e d ,  
e q u i l i b r a t i o n  w i t h  a t m o s p h e r i c  c o
2  
c a u s e s  c h a n g e s  i n  p H .  S i n c e  T r i s  
a p p e a r e d  m o r e  u s e f u l ,  n o  f u r t h e r  e x p e r i m e n t s  w i t h  c a r b o n a t e  b u f f e r s  
w e r e  c o n d u c t e d .  
I n  a l l  s u b s e q u e n t  c u l t u r e  m e d i a  i n  w h i c h  T r i s  b u f f  e r  w a s  u s e d ,  
i  
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p H  
F i g u r e  1 .  T h e  e f f e c t  o f  i n i t i a l  p H  o n  y i e l d  o f  
C l o s t e r i u m  e h r e n b e r g i i  ( # 9 ) .  
I  i n d i c a t e s  t h e  m e a n  ±  o n e  s t a n d a r d  d e v i a t i o n  
1 0  
2 1  
i  
l ·  
;  .  
!  
T A B L E  I I I  
Y I E L D  O F  C L O S T E R I U M  E H R E N B E R G I I  1 1 9  a  
W I T H  T R I S  B U F F E R  
T r i s  
p H  
C o n c e n t r a t i o n  
7 . 8  




4 1 3  ±  4 1  
6 4 0  ±  3 0  
1 0 - z  M  
4 4 1  ±  3 0  
6 5 1  ±  1 0 0  
1 0 - l  M  
t o x i c  
b  
t o x i c  
a .  i n  c e l l s / m l  ±  o n e  s t a n d a r d  d e v i a t i o n  
b .  c e l l  d e a t h  o c c u r s  
T A B L E  I V  
Y I E L D  O F  C L O S T E R I U M  E H R E N B E R G I I  # 9  
W I T H  S O D I U M - C A R B O N A T E  B U F F E R  
N a - c a r b o n a t e  
p H  
C o n c e n t r a t i o n  
9 . 3  








t o x i c  t o x i c  
1 0 - l  M  
t o x i c  t o x i c  
2 2  
8 . 8  
7 2 0  ±  4 3  
7 6 1  ±  9 5  
t o x i c  
1 0 . 3  
3 2 2  ±  1 8  
t o x i c  
t o x i c  
t h e  c o n c e n t r a t i o n  w a s  . 0 0 5 M  a n d  t h e  p H  w a s  a d j u s t e d  t o  8 . 2  w i t h  H C l ,  
T h i s  p H ,  w h i c h  w a s  l o w e r  t h a n  t h a t  w h i c h  y i e l d e d  m a x i m a l .  g r o w t h ,  w a s  
c h o s e n  t o  i n c r e a s e  t h e  b u f f e r i n g  c a p a c i t y  o f  t h e  T r i s  ( p K  8 . 3 ) .  
V a r i o u s  m e a s u r e m e n t s  o f  p H  d u r i n g  g r o w t h  exp~riments u s i n g  . 0 0 5 M  T r i s  
d i d  n o t  v a r y  m o r e  t h a n  ±  0 . 3 0  p H  u n i t s  f r o m  t h e  i n i t i a l  pH~ 
H A R D N E S S  E X P E R I M E N T  
2 3  
G r o w t h  a n d  y i e l d  o f  s t r a i n  # 3  a t  d i f f e r e n t  t o t a l  s a l t  concentra~ 
t i o n s  o f  m e d i u m  A  f r o m  4 1  m g / l  u p  t o  6 5 6  m g / l  i n d i c a t e d  r h a t  · h i g h e r  
c o n c e n t r a t i o n s  i n h i b i t e d  f i n a l  y i e l d  ( s e e  F i g u r e  2 ) .  T h e  d y n a m i c s  o f  
g r o w t h  r a t e  w e r e  n o t  a p p a r e n t  i n  t h e s e  b a t c h  c u l t u r e  e x p e r i m e n t s ,  
e s p e c i a l l y  m a x i m u m  g r o w t h  r a t e s .  A  s p e c u l a t i o n  i s  t h a t  y i e l d  i s  
l i m i t e d  b y  t h e  h i g h e r  s a l t  c o n c e n t r a t i o n s .  A t  4 1  m g / l  t o t a l  s a l t s  t h e  
y i e l d  i s  l i m i t e d  b y  n i t r a t e ,  a s  i n d i c a t e d  b y  l a t e r  e x p e r i m e n t s  w h e r e  
n i t r a t e  a l o n e  w a s  v a r i e d .  H o w e v e r  t h i s  c a n n o t  b e  t h e  c a s e  a t  t h e  t w o  
h i g h e r  s a l t  c o n c e n t r a t i o n s ,  w h i c h  h a v e  r e s p e c t i v e l y  8  a n d  1 6  t i m e s  t h e  
· n i t r a t e  c o n c e n t r a t i o n s  a s  t h e  4 1  m g / l  t o t a l  sa~t c o n c e n t r a t i o n .  T h e  
s i m i l a r i t y  i n  t h e  c u r v e s  a t  4 1  r n g / l  a n d  3 2 8  m g / l  'tot~l s a l t s  a p p e a r s  
t o  b e  c a u s e d  b y  d i s t i n c t  p h e n o m e n o n ,  i . e .  n i t r a t e  l i m i t a t i o n  a t  4 1  r n g / l  
a n d  i n h i b i t i o n  b y  h i g h  t o t a l  s a l t  c o n c e n t r a t i o n  a t  3 2 8  a n d  6 5 6  r n g / l .  
T h e  r e s u l t s  a t  8 2  a n d  1 6 4  m g / l  w e r e  p r a c t i c a l l y  i d e n t i c a l  a n d  a r e  
c o m b i n e d  i n  F i g u r e  2 .  
N I T R A T E  C O N C E N T R A T I O N  V A R I A T I O N  E X P E R I M E N T  
G r o w t h  r a t e s  o f  s t r a i n  # 9  w e r e  n o t  s i g n i f i c a n t l y  d i f f e r e n t  a t  
t h e  t h r e e  n i t r a t e  c o n c e n t r a t i o n s ,  w i t h  p o s s i b l y  a  l o n g e r  l a g  p h a s e  
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4 1  
0  
8 2  
*  3 2 8  
*  6 5 6  
2 4  
- - - · - I  
. . - -
5  
1 0  
1 5  
2 0  
d a y s  
m g /  1  t o t a l  s a l t s  
I I  
f l  
I I  
a n d  
1 6 4  m g / I  c o m b i n e d  
I f  I I  
I I  
I f  
I I  
I I  
F i g u r e  2 .  T h e  e f f e c t  o f  m e d i u m  c o n c e n t r a t i o n  o n  
g r o w t h  o f  C Z o s t e r i w n  e h r e n b e r g i i  ( # 3 ) .  
2 5  
o c c u r r i n g  a t  t h e  h i g h e s t  c o n c e n t r a t i o n  [ 2 1 2  µ M  ( s e e  F i g u r e  3 ) ] .  I f  
t h e  y i e l d  a t  t h e s e  n i t r a t e  c o n c e n t r a t i o n s  i s  p l o t t e d  v e r s u s  t h e  n i t r a t e  
c o n c e n t r a t i o n ,  a  r e l a t i v e l y  s t r a i g h t  l i n e  r e s u l t s .  T h i s  l i n e  d o e s  n o t  
i n t e r s e c t  t h e  a b s c i s s a  a t  z e r o  y i e l d  w i t h  z e r o  a d d e d  n i t r a t e .  I t  
s e e m s  d o u b t f u l  t h a t  a m m o n i u m  c o n t a m i n a t i o n  f r o m  t h e  a t m o s p h e r e  o r  
e x c e s s  n i t r o g e n  s t o r e d  i n  t h e  i n n o c u l u m  c e l l s  c o u l d  a c c o u n t  f o r  t h i s  
d i s c r e p a n c y .  
N I T R A T E  U P T A K E  E X P E R I M E N T S  
S p e c i f i c  g r o w t h  r a t e s  ( k )  i n  t h e s e  e x p e r i m e n t s  w e r e  h i g h e r  t h a n  
i n  p r e v i o u s  w o r k ,  a v e r a g i n g  0 . 1 5  t o  0 . 2 5  d i v i s i o n s / d a y ,  i n s t e a d  o f  
· 0 . 0 5  t o · 0 . 1 0  d i v i s i o n / d a y .  P r e s u m a b l y  t h i s  w a s  d u e  t o  t h e  a e r a t i o n  b y  
w a t e r  s a t u r a t e d ,  a m m o n i a - f r e e  a i r .  T h i s  p r o b a b l y  i n d i c a t e s  t h a t  g r o w t h  
r a t e s  i n  p r e v i o u s  e x p e r i m e n t s  w e r e  c a r b o n - l i m i t e d .  N o  e x p e r i m e n t s  
w i t h  a e r a t i o n  a t  h i g h e r  c o n c e n t r a t i o n s  o f  c a r b o n  d i o x i d e  w e r e  c o n d u c t e d  
· t o  t e s t  f o r  t h i s  p o s s i b i l i t y .  
· · · · N i t r a t e  : u p t a k e  E x p e r i m e n t  ·  f f l  : w i t h ·  S t r a i n  / 1 3  
D a t a  o b t a i n e d  f r o m  t h e  s e c o n d  a n d  t h i r d  d a y s  o f  g r o w t h  ( a f t e r  
n i t r a t e  d e p l e t i o n  f o r  t h r e e  d a y s )  a r e  p r e s e n t e d  i n  F i g u r e  4 .  T h e  
l a r g e  f l u c t u a t i o n  i n  c e l l u l a r  n i t r o g e n  q u o t a  d u r i n g  t h e  s e c o n d  n i g h t  
s h 0 w n  i n  F i g u r e  4  i s  t h e  r e s u l t  o f  c e l l  d i v i s i o n ,  w h i c h  o c c u r s  a l m o s t  
e x c l u s i v e l y  a t  n i g h t .  W h e n  c e l l s  r e a c h  s t a t i o n a r y  p h a s e ,  t h e  c e l l s  
a r e  n i t r o g e n  d e p l e t e d .  W h e n  c u l t u r e s  a r e  i n n o c u l a t e d  w i t h  
s~ationary p h a s e  c e l l s  t h e  a p p a r e n t  c e l l u l a r  q u o t a  r i s e s  t o  a  
m a x i m u m  w i t h i n  a  f e w  d a y s  b e f o r e  a s s u m i n g  m o r e  r e g u l a r  f l u c t u a t i o n s .  
T h i s ·  m a y  b e  d u e  t o  t h e  f a c t  t h a t  c e l l  q u o t a  v a l u e s  a r e  a v e r a g e s  o f  a l l  
I  
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1 0  
1 5  
2 0  
d a y s  
•  6 . 6 µ M  
N 0 3  
*  5 3  
, ,  
t i  
0  2 1 2
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, ,  
F i g u r e  3 .  
T h e  e f f e c t  o f  n i t r a t e  c o n c e n t r a t i o n  o n  




























































































































2 8  
t h e  c e l l s  i n  t h e  c u l t u r e .  C u l t u r e s  w h i c h  h a v e  b e e n  n u t r i e n t  d e p r i v e d  
b e c o m e  s y n c h r o n o u s  w h e n  n u t r i e n t s  a g a i n  a r e  a v a i l a b l e .  B e c a u s e  o f  t h i s  
s y n c h r o n y ,  t h e  l a r g e  f l u c t u a t i o n  s h o w n  i n  F i g u r e  4  i s  m o r e  r e p r e s e n t -
a t i v e  o f  i n d i v i d u a l  c e l l  q u o t a .  A b o u t  4 0 %  o f  t h e  c e l l s  d i v i d e d  d u r i n g  
t h i s  d a r k  p e r i o d  ( i . e .  c e l l  d i v i s i o n  s y n c h r o n y  i s  4 0 % ) .  T h e  l e s s e r  
f l u c t u a t i o n s  i n  c e l l  q u o t a  f r o m  l a t e r  c e l l  d i v i s i o n s  ( n o t  s h o w n  i n  
F i g u r e  4 )  o c c u r  b e c a u s e  c e l l  d i v i s i o n  s y n c h r o n y  l e v e l s  o f f  a t  a b o u t  
2 0 % .  
C o m p a r i s o n s  o f  t h e  s p e c i f i c  g r o w t h  r a t e  ( k ) ,  t a k e n  a s  t h e  
d i f f e r e n c e  i n  c e l l  c o u n t  o n  s u c c e s s i v e  d a y s  w i t h  t h e  a v e r a g e  c e l l  q u o t a  
o f  s t r a i n  # 3  a t  t h e  b e g i n n i n g  o f  t h e  d a r k  p e r i o d  i n d i c a t e d  a  p o s s i b l e  
~elationship b e t w e e n  c e l l u l a r  n i t r o g e n  a n d  c e l l  d i v i s i o n  w h i c h  m a y  b e  
i n d e p e n d e n t  o f  e x t e r n a l  n i t r a t e  c o n c e n t r a t i o n .  
S Y N C H R O N Y  
F i g u r e  5  s h o w s  a  p l o t  o f  t i m e  v e r s u s  c e l l  n u m b e r  a n d  d e p i c t s  
t h e  e s t a b l i s h m e n t  o f  s y n c h r o n o u s  c e l l  d i v i s i o n  i n  C .  e h r e n b e r g i i  ( # 1 5 )  
b y  n i t r a t e  d e p l e t i o n .  A n  e x a m i n a t i o n  o f  t h e s e  r e s u l t s  i n d i c a t e s :  
1 .  T h a t  c e l l  d i v i s i o n  c o n t i n u e s  a f t e r  n i t r a t e  i s  d e p l e t e d .  
T h i s  p a r t i t i o n s  o u t  c e l l u l a r  n i t r o g e n  t o  d a u g h t e r  c e l l s ,  
r e s u l t i n g  i n  l o w e r  c e l l u l a r  q u o t a .  T h e  r e l a t e d  r e s u l t s  
s h o w n  i n  F i g u r e  4  s h o w  h o w  c e l l u l a r  n i t r o g e n  v a r i e s  a f t e r  
r e s u m p t i o n  o f  g r o w t h  w h e n  n i t r a t e  i s  a d d e d .  
2 .  S y n c h r o n o u s  c e l l  d i v i s i o n  o c c u r s  w h e n  n i t r a t e  i s  p r o v i d e d  
a g a i n .  I n  m y  e x p e r i e n c e ,  t h i s  e f f e c t  o c c u r s  m o s t  r e a d i l y  i f  
t h e  c e l l s  a r e  h e l d  i n  s t a t i o n a r y  p h a s e  f o r  2  t o  5  d a y s .  
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C e l l s  i n  s t a t i o n a r y  p h a s e  f o r  l o n g e r  p e r i o d s  o f  t i m e  
g r a d u a l l y  l o s e  t h e  a b i l i t y  t o  t a k e  u p  n i t r a t e  w i t h o u t  l o n g  
l a g  p e r i o d s .  
3 0  
3 .  E n h a n c e d  s y n c h r o n y  o f  c e l l  d i v i s i o n  o c c u r s  f r o m  d a y  7  t o  8 ,  
w h e r e  k  =  0 . 9 5  d i v i s i o n s / d a y .  T h i s  a p p a r e n t  g r o w t h  r a t e ,  a s  
d e t e r m i n e d  f r o m  c e l l  c o u n t s  a l o n e ,  i s  m u c h  h i g h e r  t h a n  t h e  
r e a l  e x p o n e n t i a l  g r o w t h  r a t e .  S y n c h r o n o u s  c e l l  d i v i s i o n  b y  
n u t r i e n t  d e p l e t i o n  c a u s e s  t h i s  a n o m a l y  i n  g r o w t h  r a t e  b e c a u s e  
c e l l  c o u n t s  a r e  u s e d  a s  t h e  m e a s u r e  o f  g r o w t h .  I n  t h i s  c a s e  
6 5 %  o f  t h e  c e l l s  d i v i d e d  b e t w e e n  d a y  7  a n d  8 ,  s o  c e l l  
d i v i s i o n  i s  s a i d  t o  b e  6 5 %  s y n c h r o n o u s .  T h e  b a s e  l e v e l  o f  
s y n c h r o n o u s  c e l l  d i v i s i o n  d u r i n g  e x p o n e n t i a l  g r o w t h  i n  t h i s  
e x p e r i m e n t  w a s  a b o u t  3 0 %  ( d a y  0  t o  2 ,  F i g u r e  5 ) .  S i n c e  t h e  
g e n e r a t i o n  t i m e  i s  a b o u t  2~ d a y s  u n d e r  t h e s e  c o n d i t i o n s ,  t h e  
a c t u a l  d e g r e e  o f  s y n c h r o n y  i s  d i f f i c u l t  t o  a s s e s s .  I f  w e  
a s s u m e  t h a t  a l l  c e l l s  i n  t h e  c u l t u r e  g r o w  a t  a b o u t  t h e  s a m e  
r a t e ,  t h e  a c t u a l  s y n c h r o n y  w o u l d  b e  s o m e w h a t  h i g h e r  t h a n  
i n d i c a t e d .  C e l l s  g r o w i n g  o n  m e d i u m  c o n t a i n i n g  a g a r ,  w h e r e  
i n d i v i d u a l  c e l l s  m a y  b e  o b s e r v e d ,  o c c a s i o n a l l y  d i v i d e  a t  
c l o s e  t o  1 0 0 %  s y n c h r o n y  f o r  3  t o  4  c e l l s  d i v i s i o n s  a f t e r  
i n n o c u l a t i o n  o f  h e a l t h y  s i n g l e  c e l l s .  
U P T A K E  K I N E T I C S  
F i g u r e  6  s h o w s  p r e l i m i n a r y  r e s u l t s  o n  t h e  r a t e  o f  n i t r a t e  u p t a k e  
b y  C .  e h r e n b e r g i i  r e l a t i v e  t o  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  n i t r a t e  i n  t h e  
m e d i u m .  A s  c a n  b e  s e e n ,  n i t r a t e  u p t a k e  r a t e  i s  c o r r e c t e d  f o r  c e l l u l a r  
~ 
I  
. . _  
~ 
. 0 4  
. 0 3  
: z  . 0 2  
C D  
u  




1 ' M  
~ . 0 1  
C l )  
C D  
Q  
e  
: : : i .  
2  
/  
. /  
/  
4  
6  8  1 0  
µ M  N 0 3  
3 1  
1 2  
1 4  
1 6  
1 8  
F i g u r e  6 .  N i t r a t e  u p t a k e  b y  C l o s t e r i w n  e h r e n b e r g i i  ( # 1 5 ) .  
n i t r o g e n  t o  e l i m i n a t e  t h e  e f f e c t s  o f  g r o w t h  d u r i n g  t h e  e x p e r i m e n t .  
S i n c e  t h e  r e s u l t s  a p p e a r  n o t  t o  c o n f o r m  t o  t h e  M i c h a e l i s - M e n t o n  
h y p e r b o l a ,  n o  d e t e r m i n a t i o n  o f  a  K  f o r  u p t a k e  w a s  a t t e m p t e d .  
m  
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C O N C L U S I O N S  
T h e s e  e x p e r i m e n t s ,  p e r s o n a l  o b s e r v a t i o n  o f  n a t u r a l  d i s t r i b u t i o n ,  
a n d  t h e  r e s u l t s  o f  o t h e r  w o r k e r s  ( 2 5 ,  2 7 ,  2 8 )  i n d i c a t e  t h a t  C l o s t e r i w n  
e h r e n b e r g i i  g r o w s  w e l l  i n  a l k a l i n e  w a t e r s ,  e v e n  a t  p H  >  9 .  I t  i s  
g e n e r a l l y  c o n s i d e r e d  t h a t  t h e  a v a i l a b i l i t y  o f  f r e e  c o
2  
m a y  b e  t h e  
l i m i t i n g  f a c t o r  f o r  g r o w t h  o f  m a n y  a l g a e  a t  h i g h  p H  ( 2 8 ,  2 9 ) .  T h e  
a b i l i t y  o f  s o m e  s p e c i e s  t o  c o n t i n u e  g r o w t h  a t  t h e s e  p H  m a y  b e  d u e  t o  
t h e i r  a b i l i t y  t o  u t i l i z e  H C O j  a s  a  c a r b o n  s o u r c e  f o r  p h o t o s y n t h e s i s .  
T h e  c o n f i r m e d  p r e s e n c e  o f  c a r b o n i c  a n h y d r a s e  i n  s o m e  a l g a e  ( 2 9 ) ,  w h i c h  




i s  s t r o n g  e v i d e n c e  f o r  t h i s  p o s s i b i l i t y .  A n o t h e r  
p o s s i b i l i t y  i s  t h a t  t h e s e  a l g a e  c a n  t a k e  u p  s u f r i c i e n t  c o
2  
f r o m  t h e  .  
v e r y  l o w  c o n c e n t r a t i o n s  p r e s e n t  a t  t h e s e  h i g h  p H .  
A n  o p t i m u m  l e v e l  o f  d i s s o l v e d  c o n s t i t u e n t s  w a s  i n d i c a t e d  b y  t h e  
e x p e r i m e n t  i n  w h i c h  t o t a l  s a l t  c o n c e n t r a t i o n  w a s  v a r i e d .  S i n c e  n i t r a t e  
c o n c e n t r a t i o n  v a r i e d  w i t h  d i f f e r e n c e s  i n  t o t a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  
m e d i u m ,  p e r h a p s  v a r i a t i o n  i n  n i t r a t e  c o n c e n t r a t i o n  a l o n e  c a n  e x p l a i n  
t h e  r e s u l t s  o f  t h e  t o t a l  s a l t  c o n c e n t r a t i o n  e x p e r i m e n t .  M y  r e s u l t s  
s e e m  t o  i n d i c a t e  t h a t  b o t h  a n  o p t i m a l  n i t r a t e  c o n c e n t r a t i o n  a n d  a n  
o p t i m a l  t o t a l  s a l t  c o n c e n t r a t i o n  f o r  g r o w t h  o c c u r  b u t  t h e  e f f e c t s  o f  
e a c h  c a n n o t  b e  s e p a r a t e d  o n  t h e  b a s i s  o f  t h e s e  e x p e r i m e n t s .  T h e  w o r k  
o f  b o t h · M o s s  ( 2 3 )  a n d  G o u g h  ( 2 5 1  i s  c o n s i s t e n t  w i t h  t h e s e  r e s u l t s  i n  
i"ndtc~ti?g t h a t  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o~ c a l c i u m  i o n  i s  u n l i k e l y  t o  a f f e c t  
t h e  d i s t r i b u t i o n  o~ c e r t a i n  Clos~eriwn s p e c i e s ·  i n  n a t u r a l  w a t e r s ,  
although·C~ ehrenbergi~ w a s  n o t  u s e d  b y  t h e s e  w o r k e r s .  T h e y  a l s o  
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i n d i c a t e d  t h a t  m a n y  s p e c i e s  o f  C l o s t e r i w n  f a v o r  a l k a l i n e  p H .  
T h e  u s e  o f  T r i s  b u f f e r e d  m e d i u m  i s  n o t  n e w .  I c h i m u r a  ( 4 1 )  u s e d  
4 . 1  x  1 0 -
3
M  T r i s  a t  p H  7 . 5  f o r  g r o w t h  o f  C l o s t e r i w n  ( s e e  A p p e n d i x  f o r  
I c h i m u r a ' s  C l o s t e r i u m  m e d i u m ) .  
M y  r e s u l t s  i n d i c a t e d  t h a t  u p  t o  1 0 -
2
M  
T r i s  c o u l d  b e  u s e d  w i t h o u t  t o x i c  e f f e c t ,  b u t  t h a t  a  h i g h e r  p H  ( 8 . 3  t o  
8 . 8 )  p r o d u c e d  h i g h e r  c e l l  y i e l d s .  
T h e  i n d u c t i o n  o f  c e l l  d i v i s i o n  s y n c h r o n y  b y  n u t r i e n t  d e p r i v a t i o n  
i s  d i s c u s s e d  b y  L o r e n z e n  a n d  H e s s e  ( 4 7 ) .  T h e  p o t e n t i a l  f o r  e r r o r  i n  
t h e  d e t e r m i n a t i o n  o f  e x p o n e n t i a l  g r o w t h  r a t e s  o f  d e s m i d s  u s i n g  c e l l  
c o u n t s  f o r  g r o w t h  m e a s u r e m e n t s ,  i s  c o m p o u n d e d  b y  s y n c h r o n o u s  e f f e c t .  
O n  t h e  o t h e r  h a n d ,  h i g h  l e v e l s  o f  s y n c h r o n y  m a y  a l l o w  a  n e w  a p p r o a c h  
t o  t h e  e f f e c t  o f  c e l l u l a r  n i t r o g e n  o n  c e l l  d i v i s i o n  a n d  o n  u p t a k e  o f  
n i t r a t e .  I n  a  c o m p l e t e l y _ . s n y c h r o n o u s  c u l t u r e ,  r a t e s  o f  n i t r a t e  u p t a k e  
a r e  i n d i c a t i v e  o f  u p t a k e  r a t e s  o f  s i n g l e  c e l l s  i f  u p t a k e  o f  n i t r a t e  i s  
r e l a t e d  t o  c e l l u l a r  n i t r o g e n .  
E x p e r i m e n t s  i n  s y n c h r o n o u s  c u l t u r e s  c o u l d  b e  u s e d  t o  i n v e s t i g a t e  
t h e  r e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  u p t a k e  r a t e  a n d  c e l l u l a r  n i t r o g e n .  T h e  
p r e s e n t  e x p e r i m e n t s  w i t h  u p t a k e  o f  n i t r a t e  a n d  s y n c h r o n o u s  g r o w t h  i n  
a  d e s m i d  s u g g e s t  t h e  p o s s i b i l i t y  o f  s u c h  r e l a t i o n s h i p s  a s  w e l l  a s  t h a t  
b e t w e e n  c e l l u l a r  n i t r o g e n  a n d  c e l l  d i v i s i o n .  
A  s u r v e y  o f  t h e  l i t e r a t u r e  d i d  n o t  r e v e a l  a n y  r e p o r t s  o f  n u t r i e n t  
u p t a k e  s t u d i e s  w i t h  d e s m i d s .  T h e  k i n e t i c s  o f  u p t a k e  b y  m a r i n e  p h y t o -
p l a n k t o n  c u l t u r e s  h a s  b e e n  e x t e n s i v e l y  s t u d i e d  b y  m a n y  w o r k e r s  ( 4 8 ,  4 9 ,  
5 0 1  i n  a n  e c o l o g i c a l  c o n t e x t .  T h e y  h a v e  w e l l  d o c u m e n t e d  t h e  f a c t  t h a t  
o p e n  o c e a n  s p e c i e s  o f  p h y t o p l a n k t o n ,  w h e r e  n i t r a t e  c o n c e n t r a t i o n  i s  
v e r y  l o w ,  t y p i c a l l y  h a v e  l o w e r  K  f o r  n i t r a t e  u p t a k e  t h a n  d o  e s t u a r i n e  
m  
L  
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a n d  s u b l i t t o r a l  s p e c i e s  w h e r e  n i t r a t e  c o n c e n t r a t i o n  i s  u s u a l l y  h i g h e r .  
D i f f e r e n c e s  i n  a b i l i t y  t o  t a k e  u p  n u t r i e n t s  a t  l o w  c o n c e n t r a t i o n s  a r e  
t h o u g h t  t o  b e  i m p o r t a n t  v a r i a b l e s  d e t e r m i n i n g  d i s t r i b u t i o n  o f  v a r i o u s  
s p e c i e s .  
U p t a k e  o f  n i t r a t e  b y  m a r i n e  p h y t o p l a n k t o n  t y p i c a l l y  c a n  b e  
d e s c r i b e d  b y  t h e  M i c h a e l i s - M e n t o n  h y p e r b o l a .  T h i s  r e l a t i o n s h i p  i m p l i e s  
t h e  e x i s t e n c e  o f  a  s u b s t r a t e - s a t u r a b l e  c o m p o n e n t  t o  t h e  u p t a k e  s y s t e m ,  
l i k e  m a n y  t r a n s p o r t  a n d  e n z y m e  s y s t e m s .  
T y p i c a l  K  v a l u e s  f o r  n i t r a t e  
I D  
u p t a k e  b y  m a r i n e  p h y t o p l a n k t o n  a r e  0 . 5  t o  2 . 0  µ M  n i t r a t e .  M y  r e s u l t s  
w i t h  C .  e h r e n b e r g i i  i n d i c a t e  a  m u c h  l o w e r  a f f i n i t y  f o r  n i t r a t e  a s  w e l l  
a s  a  n o n - h y p e r b o l i c  e x p r e s s i o n  f o r  u p t a k e  a t  l o w  c o n c e n t r a t i o n s .  
I t  . m a y  b e  t h a t  u p t a k e  o f  n i t r a t e  b y  t h i s  o r g a n i s m  m a y  b e  d e s c r i b e d  b y  
s i g m o i d a l  k i n e t i c s ,  p o s s i b l y  c a u s e  b y  i n t e r a c t i o n  o f  t h e  u p t a k e  ( t r a n s -
p o r t )  s y s t e m  a n d  t h e  a s s i m i l a t i o n  o f  n i t r a t e  v i a  n i t r a t e  r e d u c t a s e .  
A l t h o u g h  n o t  r e p o r t e d  h e r e ,  p r e l i m i n a r y  r e s u l t s  i n d i c a t e d  t h a t  
t h e  t h r e e  s t r a i n s  o f  C l o s t e r i u m  e h r e n b e r g i i  u s e d  f o r  t h e s e  e x p e r i m e n t s  
} . - c o u l d  u s e  u r e a  o r  a m m o n i a  a s  s o l e  n i t r o g e n  s o u r c e ,  w i t h  a p p r o x i m a t e l y  
· t h e  s a m e  g r o w t h  r a t e s  a n d  y i e l d s  a s  w i t h  n i t r a t e  n i t r o g e n .  U r e a  w a s  
t o x i c  a t  c o n c e n t r a t i o n s  g r e a t e r  t h a n  a b o u t  l 0 -
2
M .  
I .  
1 .  
· 2 .  
3 j  
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R E F E R E N C E S  C I T E D  
M i x ,  M .  1 9 7 3 .  D i e  F e i n s t r u k t u r  d · e r  Z e l l w a n d e  d e r  C o n j u g a t e n  u n d  
i h r e  s y s t e m a t i s c h e  B e d e u t u n g .  B e i h .  N o v a  H e d w i g i a  4 2 : 1 7 9 - 1 9 4 .  
P r e s c o t t ,  G . W . ,  C r o a s d a l e ,  H . T .  a n d  V i n y a r d ,  W . C .  1 9 7 2 .  A  S y n o p -
s i s  o f  N o r t h  A m e r i c a n  D e s m i d s .  P a r t  I .  S a c c o d e r m a e ,  M e s o -
t a e n i a c e a e .  N o r t h  A m e r i c a n  F l o r a ,  S e r i e s  I I ,  p a r t  6 .  
P r e s c o t t ,  G . W . ,  C r o a s d a l e ,  H . T .  a n d  V i n y a r d ,  W . C .  1 9 7 5 .  
s i s  o f  N o r t h  A m e r i c a n  D e s m i d s ,  P a r t  I I ,  S e c t i o n  1 .  
N e b r a s k a  P r e s s ,  L i n c o l n .  
P r e s c o t t ,  G . W . ,  C r o a s d a l e ,  H . T .  a n d  V i n y a r d ,  W . C .  1 9 7 7 .  
s i s  o f  N o r t h  A m e r i c a n  D e s m i d s ,  P a r t  I I ,  S e c t i o n  2 .  
N e b r a s k a  P r e s s ,  L i n c o l n .  
A  S y n o p -
D n i v .  o f  
A  S y n o p -
U n i v .  o f  
·S~ B o l d ,  H . C .  1 9 7 3 .  M o r p h o l o g y  o f  P l a n t s .  H a r p e r  a n d  R o w  I n c . ,  
, .  N e w  Y o r k .  
· · , 6 .  J _ , h o t s k y ,  0 .  1 9 7 3 .  T h e  p r o d u c t i o n  o f  c h l a m y d o s p o r e s  i n  t h e  g e n u s  
·  C l o s t e r i u m  ( D e s m i d i a c e a e )  i n  n a t u r e .  B e i h .  N o v a  H e d w i g a  
4 2 : 1 6 3 - 1 6 9 .  
7  • .  
B r a n d h a m ,  P . E .  1 9 6 5 .  T h e  o c c u r r e n c e  o f  p a r t h e n o s p o r e s  a n d  o t h e r  
h a p l o i d  r e s i s t a n t  s p o r e s  i n  D e s m i d s .  T r a n s .  A m e r .  M i e r .  S o c .  
8 4 : 4 7 8 - 4 8 4 .  
8 .  S t a r r ,  R . C .  1 9 5 5 a .  A s e x u a l  s p o r e s  i n  C l o s t e r i u m  d i d y m o t o c u m .  N e w  
P h y t o  1 .  ·  · 2 Z . _ : 1 8 7 - 1 9 0 .  
9 .  T e i l i n g ,  E .  1 9 5 0 . - R a d i a t i o n  o f  d e s m i d s ,  i t s  o r i g i n  a n d  i t s  c o n -
s e q u e n c e s  a s  r e g a r d s  t a x o n o m y  a n d  n o m e n c l a t u r e .  B o t .  N o t .  
2 9 9 - 3 2 7 .  
1 0 .  
S t a r r ,  R . C .  1 9 5 5 b .  I s o l a t i o n  o f  s e x u a l  s t r a i n s  o f  p l a c o d e r m  
d e s m i d s .  B u l l e t i n  o f  t h e  T o r r e y  B o t a n i c a l  C l u b .  8 2 : 2 6 1 - 2 6 5 .  
l ! .  P r o v a s o l i ,  L .  a n d  C a r l u c c i ,  A . F .  1 9 7 4 .  V i t a m i n s  a n d  G r o w t h  R e g u -
l a t o r s .  I n  S t e w a r t ,  W . D . P .  [ E d . ]  A l g a l  P h y s i o l o g y  a n d  B i o -
c h e m i s t r y .  U . C .  P r e s s ,  L o s  A n g e l e s .  
1 2 .  B i e b e l ,  P .  1 9 7 3 .  M o r p h o l o g y  a n d  l i f e  c y c l e s  o f  s a c c o d e r m  d e s m i d s  
i n  c u l t u r e .  B e i h .  N o v a  H e d h J i g a  ~:39-57. 
1 3 .  L i p p e r t ,  B . E .  1 9 6 7 .  S e x u a l  r e p r o d u c t i o n  i n  C l o s t e r i u m  m o n i l i f e r w n  
a n d  C l o s t e r i u m  e h r e n b e r g i i .  J .  P h y c o l .  ~182-198. 
i 4 .  L i p p e r t ,  B . E .  1 9 7 3 .  S o m e  f a c t o r s  a f f e c t i n g  c o n j u g a t i o n  i n  
C l o s t e r i w n  ( D e s m i d i a c e a e ) .  B e i h .  N o v a  H e d w i g a  4 2 : 1 7 1 - 1 7 7 .  
3 7  
1 5 .  D r i n g ,  M . J .  1 9 7 4 .  R e p r o d u c t i o n .  I n  S t e w a r t ,  W . D . P .  [ E d . ]  A l g a l  
P h y s i o l o g y  a n d  B i o c h e m i s t r y .  U . C .  P r e s s ,  L o s  A n g e l e s .  
1 6 .  D u b o i s - T y l s k i ,  M .  1 9 7 2 .  L e  c y c l e  d e  C l o s t e r i w n  m o n i l i f e r u m  i n  
v i t r o .  B u l l e t i n  S o c .  B o t .  F r .  1 8 3 - 2 0 0  •  
.  1 7 .  H o s h a w ,  R . W .  1 9 6 5 .  A  c u l t u r a l  s t u d y  o f  s e x u a l i t y  i n  S i r o g o n i w n  
m e l a n o s p o r u m .  J .  P h y c o l .  _ ! _ : 1 3 4 - 1 3 8 .  
1 8 .  P r i n g s h e i m ,  E . G .  1 9 4 9 .  P u r e  C u l t u r e s  o f  A l g a e .  C a m b r i d g e  U n i v .  
P r e s s .  
1 9 .  M o s s  B .  1 9 7 3 a .  T h e  i n f l u e n c e  o f  e n v i r o n m e n t a l  f a c t o r s  o n  t h e  
d i s t r i b u t i o n  o f  f r e s h w a t e r  a l g a e :  a n  e x p e r i m e n t a l  s t u d y .  
I I I .  E f f e c t s  o f  t e m p e r a t u r e ,  v i t a m i n  r e q u i r e m e n t s  a n d  i n -
o r g a n i c  n i t r o g e n  c o m p o u n d s  o n  g r o w t h .  J .  E c o l . ·  6 1 : 1 7 9 - 1 9 2 .  
2 0 .  T a s s i g n y ,  M .  1 9 7 1 .  O b s e r v a t i o n s  s u r  l e s  b e s o i n s  e n  v i t a m i n e s  
d e s  D e s m i d i e e s  ( C h l o r o p h y c e e s - Z y g n e m a t a l e s ) .  J .  P h y c o l .  
7 : 2 1 3 - 2 1 5 .  
2 1 .  C z u r d a ,  V .  1 9 2 6 .  D i e  R e i n k u l t u r  v o n  C o n j u g a t e n .  A r c h .  P r o t i s t e n k  
5 3 : 2 1 5 .  
2 2 .  H e l l e b u s t ,  J . A .  1 9 7 4 .  E x t r a c e l l u l a r  P r o d u c t s .  
[ E d . ]  A l g a l  P h y s i o l o g y  a n d  B i o c h e m i s t r y .  
A n g e l e s .  
I n  S t e w a r t ,  W . D . P .  
U . C .  P r e s s ,  L o s  
2 3 .  M o s s ,  B .  1 9 7 2 .  T h e  i n f l u e n c e  o f  e n v i r o n m e n t a l  f a c t o r s  o n  t h e  
d i s t r i b u t i o n  o f  f r e s h w a t e r  a l g a e :  a n  e x p e r i m e n t a l  s t u d y .  I .  
I n t r o d u c t i o n  a n d  t h e  i n f l u e n c e  o f  c a l c i u m  c o n c e µ t r a t i o n .  
J .  E c o l .  6 0 : 9 1 7 - 9 3 2 .  
2 4 .  R o d h e ,  W .  19~8. P r i m a r p r o d k t i o n  u n d  S e e t y p e n .  V e r h .  i n t .  V e r e i n .  
t h e o r .  a n g e w .  Limnol~· 1 0 : 3 7 7 - 3 8 6 .  
2 5 .  G o u g h ,  S . B .  1 9 7 7 .  T h e  g r o w t h  o f  s e l e c t e d  d e s m i d  ( D e s m i d i a l e s ,  
C h l o r o p h y t a )  t a x a  a t  d i f f e r e n t  c a l c i u m  a n d  p h  l e v e l s .  A m e r .  
J .  B o t .  6 4 : 1 2 9 7 - 1 2 9 9  •  
.  2 6 .  B r o o k ,  A . J .  1 9 6 5 .  P l a n k t o n i c  a l g a e  a s  i n d i c a t o r s  o f  l a k e  t y p e s ,  
w i t h  s p e c i a l  r e f e r e n c e  t o  t h e  D e s m i d i a c e a e .  L i r r m o l .  a n d  
O c e a n . ·  1 0 : 4 0 3 - 4 1 1 .  
· 1 1 .  T a s s i g n y ,  M .  1 9 7 3 .  O b s e r v a t i o n s  d e s  v a r i a t i o n s  q u a l i t a t i v e s  d e s  
p o p u l a t i o n s  d e  D e s m i d i e e s  d a n s  q u e l q u e s  e t a n g s  m e s o t r o p h e s  e t  
d y s t r o p h e s .  B e i h .  N o v a  H e d w i g i a  4 2 : 2 8 3 - 3 1 6 .  
3 8  
2 8 .  M o s s ,  B .  1 9 7 3 b .  T h e  i n f l u e n c e  o f  e n v i r o n m e n t a l  f a c t o r s  o n  t h e  
d i s t r i b u t i o n  o f  f r e s h w a t e r  a l g a e :  a n  e x p e r i m e n t a l  s t u d y .  I I .  
T h e  r o l e  o f  p H  a n d  t h e  c a r b o n  d i o x i d e - b i c a r b o n a t e  s y s t e m .  
J .  E c o l . ·  6 1 : 1 5 7 - 1 7 7 .  
2 9 .  R a v e n ,  J . A .  1 9 7 4 .  C a r b o n  D i o x i d e  F i x a t i o n .  I n  S t e w a r t ,  W . D . P .  
[ E d . ]  A l g a l  P h y s i o l o g y  a n d  B i o c h e m i s t r y .  U . C .  P r e s s ,  L o s  
A n g e l e s .  
30~ W a r i s ,  H .  1 9 5 3 .  T h e  s i g n i f i c a n c e  f o r  a l g a e  o f  c h e l a t i n g  s u b -
s t a n c e s .  P h y s i o l .  P l a n t · .  ~ 5 3 8 - 5 4 3 .  
3 1 .  G o u g h ,  S . B .  a n d  W o e l k e r l i n g ,  W . J .  1 9 7 6 .  W i s c o n s i n  d e s m i d s  I I .  
A u f w u c h s  a n d  p l a n k t o n  c o m m u n i t i e s  o f  s e l e c t e d  s o f t  w a t e r  l a k e s ,  
h a r d  w a t e r  l a k e s  a n d  c a l c a r e o u s  s p r i n g  p o n d s .  H y d r o b i o l o g i a  
.  4 9 : 3 - 2 5 .  
3 2 .  W o e l k e r l i n g ,  W . J .  a n d  G o u g h ,  S . B .  1 9 7 6 .  W i s c o n s i n  d e s m i d s  I I I .  
D e s m i d  c o m m u n i t y  c o m p o s i t i o n  a n d  d i s t r i b u t i o n  r e l a t i o n  t o  
l a k e  t y p e  a n d  w a t e r  c h e m i s t r y .  H y d r o b i o l o g i a ·  5 1 : 3 - 3 2 .  
3 3 .  M o s s ,  B .  1 9 7 3 c .  T h e  i n f l u e n c e  o f  e n v i r o n m e n t a l  f a c t o r s  o n  t h e  
d i s t r i b u t i o n  o f  f r e s h w a t e r  a l g a e :  a n  e x p e r i m e n t a l  s t u d y .  I V .  
G r o w t h  o f  t e s t  s p e c i e s  i n  n a t u r a l  l a k e  w a t e r s ,  a n d  c o n c l u s i o n .  
J .  E c o l .  6 1 : 1 9 3 - 2 1 1 .  
3 4 .  S o e d e r ,  C . J .  a n d  S t e n g e l ,  E .  1 9 7 4 .  P h y s i c o - c h e m i c a l  f a c t o r s  a f -
f e c t i n g  m e t a b o l i s m  a n d  g r o w t h  r a t e .  I n  S t e w a r t ,  W . D . P .  [ E d . ]  
A l g a l  P h y s i o l o g y  a n d  B i o c h e m i s t r y .  U . C .  P r e s s ,  L o s  A n g e l e s .  
3 5 .  B r a n d h a m ,  P . E .  a n d  G o d w a r d ,  M . B . E .  1 9 6 5 .  M i t o t i c  p e a k s  a n d  
m i t o t i c  t i m e  i n  t h e  D e s m i d i a c e a e .  A r c h i v .  f u r .  M i k r o b i o l o g i e  
5 1 : 3 9 3 - 3 9 8 .  
3 6 .  W a r i s ,  H .  1 9 5 0 .  C y t o p h y s i o l o g i c a l  s t u d i e s  o f  M i c r a s t e r i a s  I .  
N u c l e a r  a n d  c e l l  d i v i s i o n .  P h y s i o l .  Pla~t . .  . 1 _ ; 1 - 1 6 .  
3 7 .  S c h u l l e ,  R . H .  1 9 7 3 .  U n t e r s u c h u n g e n  z u m  s y n c h r o n e n  Z e l l w a c h s t r u m  
v o n  S t a u r a s t r w n  p i n g u e  T e i l i n g  ( D e s m i d i a c e a e )  i m  L i c h t -
D u n k e l - W e c h s e l .  B e i h .  N o v a  H e d w i g i a  4 2 : 2 7 5 - 2 8 1 .  
3 8 .  P r o v a s o l i ,  L .  a n d  P i n t n e r ,  I . J .  1 9 6 0 .  A r t i f i c i a l  m e d i a  f o r  f r e s h  
w a t e r  a l g a e :  P r o b l e m s  a n d  s u g g e s t i o n s .  I n  T r y o n ,  C . A .  a n d  
H a r t m a n ,  R . T .  [ E d s . ]  T h e  E c o l o g y  o f  A l g a e .  E d w a r d s  B r o t h e r s ,  
I n c . ,  A n n  A r b o r ,  M i c h i g a n .  
3 9 .  
S t a r r ,  R . C .  1 9 5 4 .  
s u b t i m i d u m .  
H e t e r o t h a l l i s m  i n  C o s m a . r i u m  b o t ; r y t i s  v a r .  
A m e r .  J .  B o t .  4 1 : 6 0 1 - 6 0 7 .  
4 0 .  B r a n d h a m ,  P . E .  a n d  G o d w a r d ,  M . B . E .  1 9 6 4 .  T h e  i n h e r i t a n c e  o f  
m a t i n g  t y p e s  i n  d e s m i d s .  N e w  P h y t o l o g i s t  " 6 4 : 4 2 8 - 4 3 5 .  
4 1 .  J a m e s ,  D . E .  1 9 7 4 .  C u l t u r i n g  A l g a e .  C a r o l i n a  B i o l o g i c a l  S u p p l y  
C o .  / 1 4 5 - 8 1 9 2 .  
3 9  
4 2 .  M c L a c h l a n ,  J .  1 9 7 3 .  G r o w t h  m e d i a  - m a r i n e .  I n  S t e i n ,  J . R .  [ E d . ]  
H a n d b o o k  o f  P h y c o l o g i c a i  M e t h o d s .  C a m b r i d g e . U n i v .  P r e s s ,  
L o n d o n .  
4 3 .  S i g m a  T e c h n i c a l  B u l l e t i n  N o .  1 0 6 B ,  1 9 7 2 .  
4 4 .  E p p l e y ,  R . W .  1 9 7 8 .  N i t r a t e  U p t a k e .  I n  H e l l e b u s t ,  J . A .  a n d  
C r a i g i e ,  J . S .  [ E d s . ]  H a n d b o o k  o f  P h y c o l o g i c a l  M e t h o d s .  
C a m b r i d g e  U n i v .  P r e s s ,  N e w  Y o r k .  
5 .  A m e r i c a n  P u b l i c  H e a l t h  A s s o c i a t i o n .  1 9 7 5 .  S t a n d a r d  M e t h o d s  f o r  
t h e  E x a m i n a t i o n  o f  W a t e r  a n d  W a s t e w a t e r .  1 4 t h  e d .  A m e r i c a n  
P u b l i c  H e a l t h  A s s o c i a t i o n ,  N e w  Y o r k ,  N e w  Y o r k .  
4 6 .  G u i l l a r d ,  R . R . L .  1 9 7 3 .  D i v i s i o n  R a t e s .  I n  S t e i n ,  J . R .  [ E d . ]  
H a n d b o o k  o f  P h y c o l o g i c a l  M e t h o d s .  C a m b r i d g e  U n i v .  P r e s s ,  
L o n d o n .  
4 7 .  L o r e n z e n ,  H .  a n d  H e s s e ,  M .  1 9 7 4 .  S y n c h r o n o u s  C u l t u r e s .  I n  
S t e w a r t ,  W . D . P .  [ E d . ]  A l g a l  P h y s i o l o g y  a n d  B i o c h e m i s t r y .  
U . C .  P r e s s ,  L o s  A n g e l e s .  
4 8 .  C a p e r o n ,  J .  a n d  M e y e r ,  J .  1 9 7 2 .  N i t r o g e n - l i m i t e d  g r o w t h  o f  mar~ 
i n e  p h y t o p l a n k t o n .  I .  C h a n g e s  i n  p o p u l a t i o n  c h a r a c t e r i s t i c s  
w i t h  s t e a d y - s t a t e  g r o w t h  r a t e .  D e e p - S e a  R e s e a r c h  1 9 : 6 0 1 - 6 1 8  •  
.  4 9 .  C a p e r o n ,  J .  a n d  M e y e r ,  J .  1 9 7 2 .  N i t r o g e n - l i m i t e d  g r o w t h  o f  m a r -
i n e  p h y t o p l a n k t o n .  I I .  U p t a k e  k i n e t i c s  a n d  t h e i r  r o l e  i n  
n u t r i e n t - l i m i t e d  g r o w t h  o f  p h y t o p l a n k t o n .  D e e p - S e a  R e s e a r c h  
1 9 : 6 1 9 - 6 3 2 .  
5 0 .  E p p l e y ,  R . W . ,  R o g e r s ,  J . N .  a n d  M c C a r t h y ,  J . J .  1 9 6 9 .  H a l f - s a t u r -
a t i o n ·  c o n s t a n t s  f o r  u p t a k e  o f  n i t r a t e  a n d  a m m o n i u m  b y  m a r i n e  
p h y t o p l a n k t o n .  L i m n o l .  O c e a n o g r . ·  1 4 : 9 1 2 - 9 2 0 .  
5 1 .  N i c h o l s ,  H . W .  1 9 7 3 .  G r o w t h  m e d i a  - f r e s h w a t e r .  I n  S t e i n ,  J . R .  
- [ E d . ]  H a n d b o o k  o f  P h y c o l o g i c a l  M e t h o d s .  C a m b r i d g e  U n i v .  
5 2 .  
P r e s s ,  L o n d o n .  
S t a r r ,  R . C .  1 9 6 0 .  T h e  c u l t u r e  c o l l e c t i o n  o f  a l g a e  a t  I n d i a n a  
U n i v e r s i t y .  A m e r .  J .  B o t . ·  · 4 7 : 6 7 - 8 6 .  
5 3 .  P r o v a s o l i ,  L .  1 9 6 8 .  M e d i a  a n d  p r o s p e c t s  f o r  c u l t i v a t i o n  o f  m a r -
i n e  a l g a e .  I n  W a t a n a b e ,  A .  a n d  H a t t o r i ,  A .  [ E d s . ]  C u l t u r e s  
a n d  c o l l e c t i o n s  o f  a l g a e .  J a p .  S o c .  P l a n t  P h y s i o l .  6 3 - 7 5 .  
M e d i u m  R e a g e n t s  
C h u  # 1 0  m e d i u m  ( 5 4 )  





















F e C 1
3  
p H  6 . 5 - 7 . 0  
A P P E N D I X  
P U B L I S H E D  D E S M I D  M E D I A  









M g s o
4  
•  7 H
2
0  





F e C 1
3  
P r i n g s h e i m ' s  d e s m i d  m e d i u m  ( 5 5 )  











A g a r  
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M g S 0
4  
·  7 H
2
0  
f e r r i c  c i t r a t e  
c i t r i c  a c i d  
2 5 0  
5 0  
1 0 0  
1 5 0  
2 5  
2 5  
5 0  
2 6  
5  
1 1 . 4  
8 . 8 2  
. 7 1  
. 4 9  
1 . 4 4  
1 . 5 7  
1 0 0  
1 0  
1 0  
1  
1  
M e d i u m  m a y  b e  s u p p l e m e n t e d  w i t h  6 0  m l / l  p e a t  e x t r a c t  
4 2  
I  
f  
I ·  
P U B L I S H E D  D E S M I D  M E D I A  ( c o n t . )  
M e d i u m  R e a g e n t s  
















8 - N a
2
g l y c e r o p h o s p h a t e · S H
2
0  
v i t a m i n  B
1 2  
B i o t i n  
T h i a m i n e - H C l  
P I V  t r a c e  m e t a l s  
( s e e  M - 3  m e d i u m )  
T r i s  b u f f  e r  
A d j u s t  p H  t o  7 . 5  
M o s s  s t a n d a r d  c u l t u r e  m e d i u m  ( 2 6 )  











M g S 0
4  
•  7 H
2
0  
N a H C 0
3  
T r a c e  e l e m e n t  m i x t u r e  
E D T A ,  t e t r a s o d i u m  s a l t  










Z n C 1
2  










V i t a m i n  m i x t u r e  
C y a n o c o b a l a m i n  
B i o t i n  
T h i a m i n e - R C !  
A d j u s t  p H  t o  7 . 3 - 7 . 4  
M e d i u m  
Conc~ntrations ( m g / l )  
1 0 0  
1 5 0  
4 0  
5 0  
1  x  1 0 - 4  
1  x  1 0 - 4  
1  x  1 0 - 2  
5 0 0  
4 0  
5  
2 5  
2 0  
3  
. 0 8  
. 0 6  
. 0 1  
. 0 1 2  
. 0 1  
3 . 3  x  1 0  
- 5  
3 . 3  x  1 0  
- 4  
3 . 3  x  1 0  
- 5  
4 3  
j  _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _  _ _ _ .  
